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O maraviroc (MVC) é o único anti-retroviral antagonista do co-receptor CCR5 
licenciado e interage com as ansas transmembranares de CCR5, induzindo uma 
alteração da sua conformação e impedindo a interacção com gp120. O MVC é activo 
apenas contra estirpes R5 de HIV-1, sendo utilizado em terapia de recurso. 
Neste trabalho, foi estudada a diversidade genética da região C2V3C3 do gene 
env de estirpes de HIV-1 de toxicodependentes por via endovenosa da Grande Lisboa, 
pesquisando-se também a presença de polimorfismos genéticos naturais. Foram 
utilizadas 52 amostras de plasma e para 35 destas foi amplificado por RT-nested PCR 
um produto de 565 pb. A análise filogenética revelou a seguinte distribuição de 
genótipos: 23 B (incluindo, provavelmente, 2 CRF14_BG), 8 A, 3 G e 1 F1. Após 
tradução, e por comparação com a sequência consenso B, verificou-se uma elevada 
frequência de polimorfismos genéticos, sendo encontradas algumas “assinaturas de 
aminoácidos” relativas aos subtipos não-B. Realizou-se ainda uma pesquisa de locais de 
N-glicosilação e a previsão da utilização de co-receptores (abordagem genotípica), com 
recurso às regras 11/25 e da carga líquida da ansa V3 e aos programas PSSM e 
geno2pheno[coreceptor]. Observou-se uma conservação genérica do número de locais de 
N-glicosilação e foram identificadas 5 sequências com tropismo X4 ou duplo. Por fim, 
com base na literatura, realizou-se uma pesquisa de polimorfismos genéticos associados 
a resistência ao MVC presentes na ansa V3. Foi observado um número elevado destas 
mutações. A presença dos padrões 11S+26V e 20F+25D+26V, num total de 3 
sequências, é relevante, visto estes estarem inequivocamente associados à resistência in 
vivo ao MVC. 
 Apesar de não estar ainda definido um perfil de resistência para o MVC, a 
presença das mutações encontradas, em indivíduos sem contacto prévio com o fármaco, 
trará implicações relevantes na sua gestão clínica, considerando a introdução do MVC 










Maraviroc (MVC) is the only CCR5 inhibitor licensed today. This drug interacts 
with the transmembrane helices of CCR5 co-receptor, inducing a conformation change 
of its extracellular loops and preventing the interaction with gp120. MVC is only active 
against R5 strains of HIV-1 and is currently used in salvage therapy. 
The genetic diversity of the env C2V3C3 region of HIV-1 strains from injecting 
drug users in the Greater Lisbon was studied, along with the presence of natural genetic 
polymorphisms. 52 plasma samples were used and the amplification by RT-nested PCR 
of a 565 bp-product was possible in 35 of them. The phylogenetic analysis revealed 23 
sequences classified as subtype B (probably including 2 CRF14_BG), 8 A, 3 G and 1 
F1. After translation, the presence of natural genetic polymorphisms was studied by 
comparison to a subtype B consensus. A high frequency of genetic polymorphisms was 
observed and significant “amino acid signatures” were found in association with non-B 
subtypes. A full characterization of the N-glycosylation sites was also performed and a 
coreceptor prediction (genotypic approach) was accomplished using the 11/25 and the 
V3 net charge rules and the programs PSSM and geno2pheno[coreceptor]. The number of 
N-glycosylation sites was generically preserved. Five sequences were defined as X4 or 
dual-tropic. Based on published data, a search for genetic polymorphisms, present in V3 
loop, associated to MVC resistance was finally undertaken. Several of such mutations 
were observed, being particularly interesting the presence of the patterns 11S+26V and 
20F+25D+26V, in a total of 3 sequences, since these patterns have unequivocally been 
associated with MVC resistance in vivo. 
Although a resistance profile for MVC is not yet defined, the presence of these 
mutations in MVC-naïve populations may have significant impact in their clinical 
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1. Introdução  
1.1. Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 
Em Junho de 1981, foram reportados vários casos de homossexuais masculinos 
que apresentavam pneumonia por Pneumocystis jirovecii, entre outras infecções 
oportunistas, sarcoma de Kaposi e linfomas não-Hodgkin (19, 20). Foi constatado que 
uma grande proporção destes doentes apresentava uma linfadenopatia generalizada, com 
depleção selectiva de linfócitos T CD4+ (22, 71, 108). Em 1982 foram detectados casos 
similares, do que viria a ser conhecido como síndrome da imunodeficiência adquirida 
(sida), em utilizadores de drogas injectáveis, imigrantes haitianos, receptores de 
transfusões de sangue e produtos sanguíneos, especialmente de factores de coagulação 
para o tratamento da hemofilia (21, 23, 125). A acompanhar estes casos foram depois 
identificados casos de transmissão heterossexual (36) e de mãe para filho (24). Estes 
dados epidemiológicos levaram à conclusão de que a sida poderia ser causada por um 
agente infeccioso, provavelmente um vírus transmitido por via sexual e sanguínea, uma 
vez que era pouco provável a contaminação de factores de coagulação por outros tipos 
de microrganismos (166). O agente etiológico da sida, o vírus da imunodeficiência 
humana (HIV, do inglês human immunodeficiency virus) foi isolado pela primeira vez 
em 1983 (10).  
Actualmente, à entrada da quarta década da pandemia da sida, assiste-se 
finalmente à reversão do alastramento do HIV. O número de novas infecções tem vindo 
a diminuir desde 1997, ano em que este valor atingiu o seu máximo, apresentando hoje 
uma taxa de diminuição de 21% em relação ao valor desse ano (158). A acompanhar 
esta diminuição no número de novas infecções, resultado do sucesso parcial de acções 
de educação e prevenção, está o declínio, em cerca de 19%, da taxa de mortalidade de 
doentes infectados, mesmo em países em desenvolvimento, demonstrando que o acesso 
alargado à terapia anti-retroviral está a apresentar resultados (158).  
Em Portugal, entre todos os casos notificados, para todos os estádios de 
infecção, os indivíduos que indicam o consumo de drogas por via endovenosa 
(“toxicodependência”) como provável causa de infecção constituem 39,9% de todas as 
notificações, alterando-se em 2010 a tendência inicial da epidemia, uma vez que o 
número associado à transmissão sexual (heterossexual) representa já 42,1% dos registos 
acumulados. Os casos notificados de infecção pelo HIV que referem como causa 
   
 
2
provável de infecção a transmissão sexual (heterossexual) apresentam uma tendência 
evolutiva crescente, como se pode avaliar pelos dados disponíveis mais recentes. Em 
2010, foram diagnosticados 1020 novos casos de infecção, entre os quais se 
encontravam 612 heterossexuais, 147 toxicodependentes e 217 homo/bissexuais. Em 
síntese, nesse ano, as notificações reportam 60% dos novos casos diagnosticados para a 
categoria de transmissão “heterossexual” e somente 14,4% para a transmissão associada 
à toxicodependência (81). Estes valores ilustram uma alteração evidente do padrão 
epidemiológico da sida em Portugal.  
 
1.2. Origem e Classificação do HIV 
Actualmente, reconhece-se que os vírus da imunodeficiência humana (HIV-1 e 
HIV-2) entraram na população humana através de infecções de carácter zoonótico de 
vírus da imunodeficiência símia (SIV, do inglês simian immunodeficiency virus) com 
origem em primatas infectados (74). Os reservatórios símios dos vírus humanos (HIV-1 
e HIV-2) foram definidos com base na similaridade genética e filogenética em relação a 
SIVs conhecidos e na elevada coincidência entre a distribuição natural de hospedeiros 
primatas infectados e as regiões geográficas com a maior diversidade genética de HIV-1 
e HIV-2 (92), entre outros factores. 
O HIV-1 está filogeneticamente mais próximo do SIVcpzPtt isolado da 
subespécie de chimpanzés Pan troglodytes troglodytes na África Centro-Ocidental, (33, 
63) local onde é encontrada a maior diversidade genética de HIV-1, enquanto o HIV-2 
está evolutivamente mais relacionado com o SIVsm dos mangabeis fuliginosos 
(Cercocebus atys) da África Ocidental, sendo que a área de distribuição natural desta 
espécie é sobreponível com a região geográfica onde foram identificados HIV-2s mais 
diversos (25, 61). 
Os HIV-1 e HIV-2 são membros do género Lentivirus, subfamília 
Orthoretrovirinae, da família Retroviridae, caracterizando-se genericamente por um 
passo de transcrição reversa no seu ciclo replicativo. Estes vírus têm exibido 
excepcionais propriedades de indução de doença insidiosa, persistência, variação 
genética, recombinação e escape a pressões imunitárias e exercidas por fármacos (53, 
74).  
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1.3. Organização da Partícula Viral e do Genoma 
As partículas virais maduras do HIV têm uma morfologia aproximadamente 
esférica com um diâmetro de cerca de 100-120 nm e possuem um invólucro 
fosfolipídico (53, 142), associado a uma matriz proteica que circunda, por sua vez, uma 
cápside com a forma de cone truncado (142). Esta encerra, entre outras, duas moléculas 
de natureza ribonucleoproteica, resultantes da associação do genoma viral de RNA com 
as proteínas da nucleocápside (Figura 1). 
O invólucro viral inclui complexos proteicos triméricos compostos por 
heterodímeros das glicoproteínas gp120 (SU) e gp41 (TM) ligadas entre si (53). Durante 
o processo de saída da célula infectada o vírus pode ainda integrar no seu invólucro 
diferentes proteínas da membrana do hospedeiro, como proteínas HLA classes I e II 
(68) e proteínas de adesão, como ICAM-1 (52), que podem facilitar a adsorção a outras 
células alvo (17, 56). A proteína da matriz (p17 ou MA) forma uma estrutura com 
simetria icosaédrica e está ancorada ao lado interno do invólucro viral. O invólucro viral 
e a matriz rodeiam a cápside viral composta por monómeros do antigénio p24 (ou CA). 
Esta contém, por sua vez, o genoma viral, que é composto por duas moléculas idênticas 
de RNA de cerca de 9,5 kb, de cadeia simples e polaridade positiva, associadas à 
proteína da nucleocápside (p7 ou NC). No interior da cápside encontram-se ainda as 
enzimas transcriptase reversa, protease e integrase, as proteínas virais acessórias Vpu, 









Figura 1: Imagem de microscopia electrónica de uma partícula madura de HIV 
(https://qspace.library.queensu.ca/html/1974/136/hiv01.htm) e respectiva representação 
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O genoma do HIV-1 é um genoma complexo que possui os genes estruturais 
gag, pol e env (127) (Figura 2). O gene gag codifica a poliproteína precursora p55, a 
qual é clivada pela protease viral nas proteínas maduras da matriz (p17), da cápside 
(p24), da nucleocápside (p7) e proteína p6, essencial na montagem e libertação dos 
viriões. As proteínas codificadas pelo gene pol são inicialmente sintetizadas como parte 
de uma poliproteína precursora (p160), também clivada pela protease viral para originar 
as enzimas virais, protease, transcriptase reversa e integrase. As glicoproteínas do 
invólucro viral são também sintetizadas como parte de uma poliproteína precursora, 
gp160, codificada por env. Esta é clivada por uma protease celular, resultando na 
formação das glicoproteínas de superfície (gp120) e transmembranar (gp41) (53, 59), as 
quais formam um heterodímero. A gp120 compreende os determinantes que interagem 
com o receptor e co-receptor celulares (59). A gp41 é responsável pelo ancoramento do 
complexo glicoproteico viral à membrana da célula hospedeira e contém os domínios 
críticos (domínio fusogénico) para a fusão entre o invólucro viral e a membrana celular, 
aquando da entrada do vírus. 
  
A glicoproteína gp120 é composta por um domínio interno, um domínio externo, 
ligados entre si, e um terceiro elemento designado por “bridging sheet” (93). Nestes 
domínios estão localizadas cinco regiões conservadas (C1-C5) e cinco regiões variáveis 
(V1-V5) (113, 170) (Figura 3). As regiões variáveis correspondem a ansas expostas na 
superfície externa da partícula viral (113). Destas regiões, a região V3 é determinante 
para o tropismo viral (16) e capacidade de fusão do invólucro com a membrana da 
célula hospedeira (50). A presença de determinados resíduos aminoacídicos em 
posições fixas, neste domínio, determina o co-receptor utilizado pelo vírus e assim o 
fenótipo apresentado (37, 57, 141). O processo de fusão depende da região V3, mas 
também das regiões V1, V2 e C4 (12). 
 
Figura 2: Representação esquemática do genoma do HIV-1 (adaptado de 
http://www.yale.edu/bio243/HIV/genome.html). 




Figura 3: Representação esquemática das regiões conservadas (C1-C5) e variáveis (V1-
V5) da gp120 do HIV-1 [adaptado de Briz et al., 2006 (15)]. 
 
Além dos produtos dos genes gag, pol e env, o HIV-1 codifica também duas 
proteínas reguladoras [Tat (6) e Rev (54, 145)] e várias acessórias [Nef (4), Vif (88), 
Vpr (60, 172) e Vpu (29)], com funções diversificadas, mas relacionadas com o 
controlo do ciclo replicativo viral (53, 58, 59). Na sua forma proviral, o genoma do HIV 
encontra-se flanqueado por regiões terminais longas não codificantes (LTR, do inglês 
long terminal repeats) contendo diversos promotores transcricionais (Figura 2). 
 
1.4. Replicação Viral 
1.4.1. Tropismo Celular e Receptores do HIV 
Os principais alvos celulares do HIV são os linfócitos T CD4+, os macrófagos e 
as células dendríticas. Este tropismo é predominantemente determinado pelos receptores 
celulares de superfície necessários para a ligação e entrada do vírus (27). A 
identificação, em 1984, da molécula CD4 como receptor utilizado pelo HIV para a 
entrada nas células (34) foi suportada em várias evidências: 1) a infecção era inibida por 
anticorpos monoclonais anti-CD4; 2) a expressão de CD4 em células resistentes 
conferia susceptibilidade à infecção e 3) o receptor CD4 podia ser co-precipitado com o 
invólucro viral (77). 
A molécula CD4 funciona normalmente como co-receptor do complexo maior 
de histocompatibilidade de classe II durante o reconhecimento pelo receptor das células 
T de um determinante antigénico estranho (28, 53). CD4 é expresso em cerca de 60% 
dos linfócitos T circulantes, seus precursores na medula óssea e timo, em 
monócitos/macrófagos, eosinófilos e células dendríticas (células de Langerhans e 
células microgliais do sistema nervoso central) (53). Enquanto alguns destes tipos de 
células apresentam elevados níveis de expressão de CD4 (linfócitos T), outros tipos de 
células, incluindo macrófagos (28, 104) e células dendríticas, expressam quantidades 
quase indetectáveis. Neste caso, o HIV pode ligar-se ás células através de interacções 
independentes de CD4, utilizando, por exemplo, domínios do tipo lectina em receptores 
na superfície celular (98).  
   
 
6
Após a descoberta de que CD4 é o principal receptor do HIV, surgiram provas 
de que este não era suficiente para a entrada do HIV nas células (153), ao mesmo tempo 
que não se encontrava explicado o tropismo variável para diferentes tipos de células 
CD4+ (59, 165). Foram identificados isolados virais com tropismo preferencial para 
macrófagos primários e isolados com tropismo preferencial para linfócitos T activados 
(66), designados também, respectivamente, como NSI (do inglês non syncytium-
inducing) e SI (do inglês syncytium-inducing) (152). Este tropismo diferencial foi 
explicado com a descoberta de dois co-receptores para a entrada do HIV, os receptores 
de quimiocinas CCR5 e CXCR4, pertencentes à superfamília de receptores acoplados à 
proteína G (43, 55). As estirpes com tropismo preferencial para macrófagos utilizam o 
co-receptor CCR5 e as estirpes com tropismo preferencial para linfócitos T utilizam o 
co-receptor CXCR4 (3, 55). Assim, com base no co-receptor utilizado, foi desenvolvida 
uma nova classificação do HIV (11): estirpes que utilizam o co-receptor CCR5 são 
designadas por estirpes R5, as que utilizam o co-receptor CXCR4 designam-se por X4 e 
as que conseguem utilizar ambos designam-se por estirpes com tropismo duplo ou 
R5/X4. Das populações virais que apresentam estirpes R5 e X4, em simultâneo, diz-se 
que têm tropismo misto. Finalmente, de realçar a existência de estirpes de HIV que 
utilizam co-receptores alternativos a CCR5 e CXCR4. 
Existem também receptores celulares que embora não suportem a fusão do 
invólucro do HIV com a membrana celular, impossibilitando assim a infecção por essa 
via, mantêm os viriões à superfície da célula. É o caso do receptor DC-SIGN, presente 
nas células dendríticas. Após o contacto com o vírus, geralmente ao nível das mucosas 
ou da pele, e sua ligação, através de gp120, ao receptor DC-SIGN, estas células migram 
para os gânglios linfáticos regionais onde permitem a trans-infecção dos linfócitos T 
CD4+ (67). No entanto, as células dendríticas, quando no seu estado imaturo, 
apresentam na sua superfície o receptor CD4 e o co-receptor CCR5, tornando-se assim 
também susceptíveis à infecção, o que contribui para a proliferação do vírus e infecção 
de novas células (147). 
 
1.4.2. Ciclo Replicativo 
O ciclo replicativo do HIV-1 é genericamente semelhante ao de outros 
retrovírus, mas existem vários aspectos únicos (59). 
   
 
7
O complexo glicoproteico trimérico do invólucro viral, composto de 
heterodímeros de gp120 e gp41, é essencial para o reconhecimento e entrada na célula 
alvo. A gp120 liga-se à glicoproteína CD4 (53, 142), após o que sofre modificações 
estruturais que conduzem à exposição de um domínio específico capaz de se ligar a 
receptores de quimiocinas na membrana celular. A dupla ligação da gp120 a CD4 e ao 
co-receptor permite uma ligação mais estável, o que vai permitir que um péptido 
fusogénico hidrofóbico, localizado na extremidade amino terminal da gp41, penetre na 
membrana da célula alvo (12, 53, 59). As sequências repetidas HR-1 e HR-2 da gp41 
vão interagir entre si causando a alteração conformacional da porção extracelular da 
gp41 numa formação em forma de gancho de cabelo. Esta estrutura aproxima o 
invólucro viral e a membrana celular permitindo a fusão das duas membranas (Figura 










Em seguida, o vírus sofre uma descapsidação parcial no citoplasma da célula, 
libertando os complexos ribonucleoproteicos do genoma viral (53, 142), dando início à 
fase da transcrição reversa (Figura 5). 
A conversão do RNA viral no DNA proviral ocorre por acção da transcriptase 
reversa e, em fases posteriores do ciclo replicativo, da integrase. A transcriptase reversa, 
constituída por duas subunidades, catalisa três reacções distintas: a polimerização de 
uma cadeia simples de DNA, a partir do RNA viral, e para a qual necessita de um 
iniciador, a degradação concomitante da cadeia de RNA matriz, à excepção de uma 

















Figura 4: Representação esquemática das fases iniciais da entrada do HIV-1 na célula 
hospedeira [adaptado de Tilton e Doms, 2010 (155)]. 
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cadeia de DNA, de modo a formar uma cadeia dupla, utilizando como iniciador a 
pequena região hibrida mencionada anteriormente. Esta molécula de DNA de cadeia 
dupla, em associação com várias proteínas virais e celulares, forma o chamado 
complexo de pré-integração, o qual é transportado para o núcleo da célula infectada. 
Uma vez no núcleo, este DNA complementar é integrado no genoma da célula pela 
integrase viral, com intervenção de proteínas do hospedeiro. A formação do DNA 
proviral e a sua expressão posterior requer que a célula alvo se encontre num estado 
activado. Monócitos/macrófagos, células microgliais e células T CD4+ quiescentes com 
infecção latente, contendo o provírus integrado, são reservatórios celulares importantes 
do HIV. 
Aquando da activação celular, inicia-se a transcrição dos RNAs mensageiros de 
origem viral (53). O processo de transcrição conduz, inicialmente, à síntese das 
proteínas reguladoras Tat e Rev e da proteína acessória Nef, a partir de mRNAs 
completamente processados por mecanismos de splicing (numa fase inicial só são 
transcritos estes mRNAs). Este facto permite a acumulação das proteínas reguladoras do 
ciclo replicativo viral. No núcleo, a Tat liga-se ao local TAR (do inglês transactivation 
response element), presente na extremidade 5’ de todos os mRNAs virais, e promove, 
de um modo indirecto, a transcrição de RNAs virais mais longos (mensageiros e 
genómicos) e a posterior expressão dos genes estruturais e enzimáticos. Quando a 
proteína Rev atinge a quantidade necessária, liga-se aos mRNAs não processados 
através de uma estrutura designada por RRE (do inglês Rev responsive element), 
impedindo o seu processamento total (59, 142). Estes RNAs que não sofrem 
processamento de splicing (mensageiros ou genómicos) ou que sofrem processamento 
parcial (mensageiros) são depois transportados para o citoplasma, com intervenção da 
própria proteína Rev. Inicia-se assim a tradução das proteínas virais de expressão mais 
tardia, codificadas pelos genes gag, pol, env, vif, vpr e vpu. 
As proteínas codificadas pelo gene gag constituem basicamente as proteínas 
estruturais do virião, nomeadamente, proteínas da matriz, cápside e nucleocápside, as 
quais são produzidas a partir de duas poliproteínas precursoras, Pr55Gag e Pr160Gag-Pol, 
por acção da protease viral. O gene pol codifica, a partir da poliproteína precursora 
Pr160Gag-Pol, as três actividades enzimáticas virais, protease, transcriptase reversa e 
integrase. O produto do gene env (a proteína precursora gp160), após processamento 
   
 
9
por uma protease do hospedeiro, dá origem às duas glicoproteínas do invólucro viral. A 
clivagem das moléculas dos precursores estruturais pela protease viral é necessária para 
a geração de partículas virais infecciosas.  
A formação de novas partículas virais é um processo que ocorre em múltiplos 
passos, coordenado pelas proteínas codificadas pelo gene gag e também por factores 
celulares. Partículas virais imaturas sofrem gemulação através da membrana da célula 
hospedeira adquirindo assim o invólucro viral. Durante o processo de gemulação, a 
membrana lipídica do invólucro viral pode incorporar várias proteínas da célula 


















O processo de gemulação em monócitos e macrófagos ocorre de forma diferente 
do caso dos linfócitos T. Nos monócitos e macrófagos, a gemulação resulta da 
acumulação de partículas virais em vacúolos intracelulares, de onde são depois 
libertados. Nos linfócitos T, a gemulação ocorre à superfície da célula e as partículas 
virais imaturas são libertados para o espaço extracelular (53, 70). A gemulação 
desencadeia a activação da protease viral, a qual, através de uma afinidade diferencial 
para determinadas sequências aminoacídicas, inicia uma cascata ordenada de eventos 
proteolíticos, resultando na clivagem dos precursores Pr55Gag e Pr160Gag-Pol. Diferentes 
Figura 5: Representação esquemática simplificada do ciclo replicativo do HIV-1 
[adaptado de Fanales-Belasio et al., 2010 (53)]. 
Núcleo celular 




4. Integração do DNA viral no 
cromossoma do hospedeiro 
5. Síntese proteica e 
montagem da partícula viral 
6. Gemulação e 
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interacções que se estabelecem entre as proteínas maduras originam a formação da 
cápside em forma de cone truncado, característica do HIV, e todas as outras estruturas 
virais (58, 59, 142). 
 
1.5. Epidemiologia Molecular do HIV 
 A classificação mais genérica do HIV é em dois tipos, HIV-1 e HIV-2, com 
origem, como mencionado antes, em dois SIV distintos (SIVcpzPtt e SIVsm, 
respectivamente). Cada tipo é classificado em diferentes grupos, correspondentes a 
diferentes eventos de transmissão inter-específica. Existem três grandes grupos de HIV-
1, designados como M (do inglês major/main), O (do inglês outlier) e N (do inglês non-
M, non-O/new) (38, 72, 144). Estes grupos representam transferências separadas do 
vírus de chimpanzés ou, no caso do grupo O, possivelmente de gorilas para humanos 
(160). Mais recentemente, foi sugerida a existência de um eventual HIV-1 do grupo P 
(121, 159). O grupo M inclui 9 subtipos, designados como A a D, F a H, J e K (83, 132, 
157), alguns dos quais apresentam uma distribuição geográfica relativamente 
circunscrita na pandemia mundial. Entre os subtipos do grupo M, as distâncias genéticas 
no gene env chegam aos 25-35%, enquanto no gene gag podem atingir cerca de 15% 
(89). Devido à elevada diversidade genética, nos subtipos A e F, podem ainda ser 
identificados pelo menos 6 sub-subtipos [A1 a A4 (64, 110, 162) e F1 e F2 (156, 157)]. 
Alguns autores sugerem a criação dos sub-subtipos adicionais A5 e A6, devido à 
existência de linhagens monofiléticas muito divergentes dentro do subtipo A (8, 163). 
Em termos de distribuição geográfica, o subtipo C, o mais frequente à escala 
mundial, é o mais representado na África Austral e Oriental (36), Índia e algumas 
regiões da China. O subtipo B é mais prevalente na América, Europa Central e 
Ocidental e Austrália. O subtipo D está difundido, juntamente com o subtipo A, na 
África Subsariana Oriental (Uganda, Tanzânia e Quénia). O subtipo A está também 
presente na Europa Oriental e Ásia, principalmente em crianças e toxicodependentes, 
respectivamente (53). Em alguns subtipos existem subgrupos, bem localizados 
geograficamente, com formas virais que partilham o mesmo ancestral, como sugerido 
em árvores filogenéticas: subtipo B da Tailândia, subtipo C da Índia e Etiópia, subtipo F 
da Roménia e subtipo G de Espanha e Portugal (49, 89, 154). Os restantes subtipos (H, 
J, K) encontram-se mais representados, embora em menor frequência, na África Central, 
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local com a maior diversidade de formas genéticas do vírus. Os grupos O e N, em 
contraste, estão maioritariamente confinados ao Gabão, Camarões e países vizinhos, nas 
proximidades do habitat natural de P.t. troglodytes, sendo esta região a única onde se 
encontram em co-circulação todos os grupos (M, N e O) de HIV-1 (8, 126). 
Ocasionalmente, dois vírus de diferentes subtipos podem infectar uma mesma 
célula, constituindo este facto o ponto de partida para a geração de vírus com genomas 
de tipo mosaico. Muitas destas novas estirpes não têm capacidade replicativa, mas as 
que são transmitidas, propagando-se com proporções epidémicas, são designadas de 
CRFs (do inglês circulating recombinant forms) (53). Presentemente, estão descritas 
cerca de 50 CRFs diferentes, sendo as mais prevalentes a CRF01_AE, descoberta 
inicialmente na Tailândia, e a CRF02_AG, na África Ocidental (13). Uma outra 
variedade de vírus recombinantes, designada por URFs (do inglês unique recombinant 
forms), corresponde a vírus com genoma mosaico que não se distribuíram 
epidemicamente, estando confinados a um único indivíduo ou a um grupo de indivíduos 
epidemiologicamente relacionados (154). 
Em Portugal predominam os subtipos G e B e as formas recombinantes 
circulantes CRF02_AG e CRF14_BG (9, 48, 119). 
Relativamente ao HIV-2, este compreende oito grupos, A a H (26, 35, 62, 174), 
muitos representados apenas por isolados virais únicos. O HIV-2 é endémico na África 
Ocidental, mas disseminou-se, embora em baixa escala, para a Índia e Europa, 
principalmente para Portugal e França (53, 89). Foi descrita recentemente a primeira 
forma recombinante circulante deste vírus, a HIV-2-CRF01_AB (80). 
 
1.6. Variabilidade Genética 
A variabilidade genética é de grande importância para o HIV, uma vez que 
permite ao vírus a fuga à resposta imunitária do hospedeiro e ao efeito de intervenções 
terapêuticas. Esta elevada variabilidade faz do HIV um dos vírus com a mais elevada 
taxa de evolução conhecida e esta rápida evolução deve-se a um conjunto de factores: 1) 
o mecanismo de transcrição propenso a erros da transcriptase reversa, que introduz, em 
média, uma substituição nucleotídica por genoma por cada ciclo de replicação (1, 106), 
dado que não tem capacidade de proofreading (131); 2) a rápida taxa de replicação 
viral, que gera um elevado número de viriões por dia (estimado em cerca de 1010) no 
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indivíduo infectado (120); 3) a ocorrência de recombinação entre dois ou mais genomas 
virais diferentes presentes no indivíduo infectado, surgindo quando a transcriptase 
reversa troca de cadeia de RNA durante a retrotranscrição, originando, em média, três 
eventos de recombinação por genoma por ciclo de replicação (87, 176) e 4) a existência 
de hipermutação G-A, baseada na actividade da enzima celular APOBEC3 (86, 134). A 
taxa de evolução é ainda elevada por mecanismos de selecção natural. Assim, amostras 
recolhidas de um único indivíduo exibem quase sempre uma heterologia significativa 
(133, 171). Apesar das modificações nucleotídicas estarem distribuídas por todo o 
genoma, a maior variabilidade ocorre no gene env, quer intra quer interindivíduos (73). 
O termo quasispecies é utilizado para descrever o conjunto das populações virais 
geneticamente heterogéneas presentes num indivíduo infectado por HIV (46). 
 
1.7. Terapia Anti-Retroviral  
O tratamento da infecção por HIV teve o seu início com o licenciamento do 
AZT (azidotimidina) em 1987. O subsequente desenvolvimento dos anti-retrovirais e a 
definição de programas terapêuticos consistentes e simples constituíram um triunfo para 
a saúde pública (36). A terapia para o HIV-1 tem progredido significativamente nos 
últimos anos através da descoberta e desenvolvimento de numerosos inibidores de 
várias actividades virais. A combinação de três ou mais destes inibidores, em regimes 
terapêuticos de múltiplos fármacos, designada HAART (do inglês highly active 
antiretroviral therapy), é capaz de inibir quase totalmente a replicação do vírus, 
atingindo-se valores baixos ou mesmo indetectáveis de HIV-1 em circulação (5, 44). 
Actualmente, existem aprovados pela FDA (do inglês U. S. Food and Drug 
Administration) norte-americana 25 anti-retrovirais distintos, apresentados 
individualmente ou em formas combinadas, que se agrupam em seis categorias 
principais (http://www.fda.gov/ForConsumers/byAudience/ForPatientAdvocates/HIV 
andAIDSActivities/ucm118915.htm): 
1) Inibidores nucleosídeos da transcriptase reversa (NRTIs, do inglês nucleoside 
reverse transcriptase inhibitors), que bloqueiam a actividade da transcriptase reversa ao 
competirem com os substratos naturais pelo centro activo da enzima, incorporando-se 
na cadeia nascente de DNA viral complementar (cDNA), actuando como terminadores 
de cadeia (112); 
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2) Inibidores não nucleosídeos da transcriptase reversa (NNRTIs, do inglês non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors), que bloqueiam a actividade de polimerase 
da enzima através da indução de alterações conformacionais que alteram o seu local 
catalítico (47, 111); 
3) Inibidores da protease (PIs, do inglês protease inhibitors), que impedem a 
clivagem das poliproteínas precursoras do vírus pela protease viral, originando 
partículas virais estruturalmente desorganizadas e não infecciosas (151); 
4) Inibidor de fusão (FI, do inglês fusion inhibitor), que se liga à região HR-1 de 
gp41 impedindo a formação da estrutura “pacote de seis hélices”, necessária para a 
fusão do invólucro do vírus com a membrana celular (90); 
5) Inibidor de entrada – antagonista do co-receptor CCR5, que, uma vez ligado a 
este co-receptor, impede a sua interacção com a gp120 (44); 
6) Inibidor da integrase (II, do inglês integrase inhibitor), que interage com o 
local activo da enzima, impedindo a integração do cDNA viral no cromossoma da 
célula hospedeira, por inibição da reacção de transferência de cadeia (76). 
 
Apesar da HAART ter transformado radicalmente a abordagem terapêutica da 
infecção pelo HIV, permanecem ainda muitos problemas. O grande número de 
comprimidos, dosagens inconvenientes e as toxicidades significativas a longo prazo 
contribuem para o não cumprimento da terapia (148) e a consequente emergência de 
vírus resistentes em muitos pacientes (140). Para estes, as opções de tratamento tornam-
se limitadas e regimes mais complexos são necessários para impedir a progressão da 
doença. O aumento da incidência de variantes resistentes, na população infectada por 
HIV-1 em tratamento, levou ao aumento da transmissão de vírus resistentes a indivíduos 
que nunca receberam tratamento (175). Um esforço considerável nesta área está agora 
centrado na descoberta e desenvolvimento de novos inibidores de entrada, disponíveis 
oralmente. Estes incluem inibidores da ligação da gp120 a CD4 (102) e aos co-
receptores CCR5 (44, 96) e CXCR4 (116). 
 
1.7.1. Inibidores de entrada antagonistas de CCR5 
O receptor CCR5 apresenta-se como um alvo interessante para intervenção 
farmacológica, uma vez que indivíduos homozigóticos para uma deleção de 32 pares de 
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bases no seu gene codificante são resistentes a estirpes R5 de HIV-1 e não apresentam 
problemas resultantes desta condição, fazendo prever que antagonistas de CCR5 seriam 
bem tolerados e eficazes no bloqueio da sua interacção com gp120 (103, 136). 
Os agentes farmacológicos que bloqueiam a ligação de gp120 ao CCR5 
representam uma classe distinta de anti-retrovirais. De facto, estes agentes não são anti-
retrovirais no sentido estrito, uma vez que o seu alvo não é qualquer molécula de 
origem viral, mas sim um receptor celular necessário para a entrada do HIV na célula 
hospedeira (69). 
Existem actualmente três tipos de antagonistas de CCR5 em desenvolvimento 
(32). Os anticorpos monoclonais anti-CCR5, específicos para o seu domínio N-terminal 
e/ou a segunda ansa extracelular, competem com a gp120 pela ligação ao co-receptor. 
Entre estes, o anticorpo PRO140 inibe a entrada do HIV-1 sem inibir a ligação de 
quimiocinas (82), mas já o anticorpo HGS004 inibe quer a ligação a gp120, quer a de 
quimiocinas (95). Por outro lado, as quimiocinas modificadas no seu terminal amino 
conduzem ao bloqueio de CCR5 e à sua internalização prolongada, podendo induzir as 
vias de sinalização de CCR5 (75). Finalmente, um terceiro tipo de inibidores são as 
pequenas moléculas antagonistas de CCR5 que interagem com este, impedindo a sua 
ligação a gp120 (32). Até hoje, foram desenvolvidos e levados a ensaios clínicos em 
humanos cinco antagonistas de CCR5 – maraviroc (44), vicriviroc (149), aplaviroc 
(117), INCB009471 (30) e TBR652 (107). Contudo, apenas o primeiro está actualmente 
aprovado pela FDA e pela EMA (do inglês European Medicines Agency) para o 
tratamento da infecção por HIV-1. 
Os inibidores de entrada antagonistas de CCR5 ligam-se numa região 
hidrofóbica das hélices transmembranares daquele receptor e induzem uma alteração 
conformacional das ansas extracelulares que interagem com o HIV. A alteração de 
conformação impede o reconhecimento e consequente ligação da ansa V3 da gp120. Os 
antagonistas de CCR5 actuam como inibidores alostéricos, uma vez que não se ligam no 
mesmo local que a gp120 (44), mostrando uma acção muito específica. Assim, estirpes 




   
 
15
Figura 6: Estrutura química do maraviroc





 O maraviroc, com o nome 
comercial Selzentry ou Celsentri, é 
uma pequena molécula, selectiva, 
antagonista da interacção entre o 
receptor CCR5 e a gp120 de HIV-1, 
utilizado no tratamento de adultos 
infectados. É utilizado em associação 
com outros anti-retrovirais, apenas nos 
indivíduos que já tenham efectuado 
tratamento prévio para a infecção pelo 
HIV-1 e quando este apresenta 
tropismo para CCR5 (51). O maraviroc é quimicamente descrito como 4,4-difluoro-N-
{(1S)-3-[exo-3-(3-isopropil-5-metil-4H-1,2,4-triazol-4-il)-8-azabiciclo[3.2.1]oct-8-il]-1-
fenilpropil}ciclohexanecarboxamida (Figura 6). A sua fórmula molecular é 
C29H41F2N5O, apresentando uma massa molecular de 513,67 g/mol. 
 
1.7.1.2. Resistência ao Maraviroc 
Os mecanismos apontados como possíveis para o desenvolvimento de resistência 
ao maraviroc e a outros inibidores de CCR5 são: 1) emergência de populações virais X4 
pré-existentes; 2) competição com o inibidor pela ligação ao co-receptor através de 
alterações na gp120 que permitiriam ao vírus utilizar com maior afinidade o co-receptor 
não ligado ao inibidor (resistência competitiva); 3) utilização do co-receptor ligado ao 
inibidor, isto é, o vírus adquiriria a capacidade de reconhecer e de se ligar ao co-
receptor ligado ao inibidor (resistência não competitiva); 4) utilização de receptores 
alternativos (CXCR4, CCR2, CCR8, etc.) (128). Entre os diferentes mecanismos 
possíveis para a resistência ao maraviroc, a alteração de tropismo de R5 para X4, ou 
para duplo tropismo, e a ocorrência de mutações que possibilitam a utilização do co-
receptor ligado ao inibidor, foram as observadas até hoje (167, 168). 
A alteração de tropismo é particularmente preocupante uma vez que a utilização 
do co-receptor CXCR4 está associada a uma rápida diminuição da contagem de 
linfócitos T CD4+ e a uma rápida progressão para sida (31). Esta alteração ocorre 
   
 
16
através da emergência de estirpes X4 ou com duplo tropismo, existentes antes do início 
do tratamento, que passam a ter uma vantagem selectiva em relação a estirpes R5, na 
presença do inibidor (167). Para que a falência terapêutica por emergência de estirpes 
X4 pré-existentes não ocorra, antes da administração do fármaco deve realizar-se um 
teste de identificação do co-receptor utilizado pelas estirpes de HIV-1 infectantes. Esta 
identificação pode ser feita através de um teste fenotípico, disponível comercialmente 
(Trofile® TM, Monogram Biosciences, EUA) (169), ou realizada genotipicamente, 
baseando-se na sequência nucleotídica do gene env (109). Actualmente, no entanto, os 
testes genotípicos ainda não se encontram disponíveis para uso clínico (69). 
No segundo mecanismo observado, a ocorrência de mutações nas regiões 
codificantes de gp41 e de gp120, especialmente na sua região V3, permite ao vírus a 
utilização do co-receptor ligado ao inibidor. Este mecanismo é detectado através da 
observação de um patamar nas curvas de sensibilidade, ou seja, a partir de determinada 
concentração, o aumento da concentração de inibidor não leva a um aumento da 













Apesar de terem sido descritas na literatura várias mutações associadas à 
resistência ao maraviroc (Tabela 1), não foi ainda possível definir um padrão de 
mutações único inequivocamente responsável por esta resistência. Este facto torna 
problemática a identificação genotípica de resistências a este fármaco (69, 155). 
 
Uso do co-receptor 
ligado ao inibidor 
 















Figura 7: Mecanismo de resistência não competitiva a um inibidor de entrada 
antagonista de CCR5 e o “efeito de patamar” resultante na curva de dose-efeito
[adaptado de Ray, 2008 (128)]. 
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Tabela 1: Mutações associadas à resistência ao maraviroc, compiladas com base na 
literatura (101, 115, 138, 139). 
 
[Del: Deleção, INS: Inserção] 
 
1.8. Objectivos 
 Um dos desafios ao sucesso da terapia anti-retroviral aplicada a indivíduos 
infectados com o HIV-1 é o aparecimento frequente de estirpes virais naturalmente 
resistentes aos anti-retrovirais utilizados, mesmo sem qualquer pressão selectiva directa 
prévia exercida pelo fármaco. O maraviroc, antagonista do co-receptor CCR5, é um dos 
mais recentes anti-retrovirais licenciados, para o qual os ensaios clínicos realizados 
estabeleceram que mutações associadas a diminuição significativa da susceptibilidade 
ocorrem naturalmente em seropositivos nunca tratados. Contudo, a relação entre a 
presença destas mutações e o estado de resistência clínica in vivo mantém-se 
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controversa, uma vez que há dados contraditórios na literatura e nem sempre os 
resultados obtidos in vitro poderão ser facilmente transpostos para a prática clínica. Por 
outro lado, os determinantes de resistência ao maraviroc não se encontram totalmente 
definidos, podendo estar dependentes de outros mecanismos de adaptação do vírus, para 
além da aquisição de mutações. 
Neste âmbito, pretendeu-se com este trabalho: 
1- Avaliar a diversidade genética das estirpes de HIV-1 circulantes em 
toxicodependentes por via endovenosa na região da Grande Lisboa, por análise 
filogenética; 
2- Analisar a presença de polimorfismos genéticos naturais na região C2V3C3 
da gp120 do gene env, estimar a sua prevalência e correlacionar com os genótipos virais 
presentes; 
3- Estimar a frequência de utilização dos co-receptores CCR5 e CXCR4 
(abordagem genotípica), uma vez que a utilização terapêutica do maraviroc estará 
sempre dependente dessa informação prévia; 
4- Relacionar os polimorfismos genéticos encontrados na região da ansa V3 
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2. Material e Métodos 
2.1. Amostras 
Neste estudo foi analisado um conjunto de 52 amostras de plasma de indivíduos 
seropositivos para HIV-1, utilizadores de drogas por via endovenosa. Estas amostras 
foram obtidas juntamente com o preenchimento de um inquérito que permitiu a 
compilação de informação de carácter epidemiológico e clínico (Anexo 2).  
As amostras foram colhidas, entre 1998 e 2009, após obtido o consentimento 
informado do indivíduo participante no estudo, no:  
● Centro de Atendimento a Toxicodependentes das Taipas, Instituto da Droga e 
da Toxicodependência (CAT das Taipas, IDT) 
30 amostras [TP]: PT_TP02, PT_TP03, PT_TP04, PT_TP08, PT_TP13, 
PT_TP16, PT_TP19, PT_TP24, PT_TP38, PT_TP42, PT_TP44, PT_TP47, PT_TP55, 
PT_TP63, PT_TP71, PT_TP72, PT_TP85, PT_TP98, PT_TP107, PT_TP114, 
PT_TP128, PT_TP156, PT_TP158, PT_TP159A, PT_TP184A, PT_TP193, PT_TP208, 
PT_TP211, PT_TP212, PT_TP219; 
● Laboratório de Referência da Sida, Departamento de Doenças Infecciosas, 
Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) 
21 amostras [TX]: PT_TX12, PT_TX13, PT_TX14, PT_TX15, PT_TX16, 
PT_TX18, PT_TX20, PT_TX21, PT_TX23, PT_TX30, PT_TX32, PT_TX37, 
PT_TX40, PT_TX41, PT_TX45, PT_TX46, PT_TX47, PT_TX48, PT_TX50, 
PT_TX59, PT_TX60; 
● Hospital Prof. Doutor Fernando Fonseca, EPE (HFF) 
 1 amostra [AS]: PT_AS646 
 As amostras com proveniência no INSA foram gentilmente cedidas pela Doutora 
Elizabeth Pádua. 
 
2.1.1. Processamento das Amostras 
As amostras de 10 ml de sangue periférico, colhidas por punção venosa, foram 
adicionadas a 0,5 ml de uma solução anticoagulante de citrato de sódio a 3,8% (p/v). No 
laboratório, foi realizada uma centrifugação de 15 min., a 1800 rpm (GPR centrifuge, 
Beckman, EUA), separando-se assim o plasma. Este (cerca de 5 ml) foi em seguida 
dividido em alíquotas de 1 ml em tubos de criopreservação. Este procedimento foi 
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realizado em câmara de fluxo laminar (Class II Type B3 Bio-Hazard Cabinet, Envirco, 
EUA) num laboratório de nível de segurança 3 (segundo a classificação da O.M.S.). O 
plasma foi então armazenado a -80ºC. 
As amostras provenientes do INSA foram fornecidas com a fracção de plasma 
correspondente, tendo sido armazenadas a -80ºC, imediatamente após a sua recepção no 
laboratório. 
Quanto ao estatuto serológico para o HIV-1, este havia sido confirmado 
anteriormente, por métodos imunoenzimáticos padrão. Por outro lado, estas amostras já 
tinham sido alvo de estudos de natureza molecular, relativamente a outras regiões do 
genoma do HIV-1. 
 
2.2. Extracção de RNA 
A extracção de RNA viral foi realizada com recurso ao kit comercial High Pure 
Viral RNA Kit (Roche Applied Science, Alemanha). Inicialmente, foi preparada a 
solução de trabalho, por adição de 25 μl de polyA carrier RNA (5 mg/ml) a 2,5 ml de 
tampão de ligação, para cada seis extracções (esta solução deve ser preparada, de fresco, 
imediatamente antes do início da extracção). Em seguida, colocou-se 400 μl da solução 
de trabalho em microtubos de 1,5 ml, aos quais foram adicionados 200 μl de plasma, 
sendo que a manipulação do plasma foi realizada em câmara de fluxo laminar (Class II 
Type B3 Bio-Hazard Cabinet, Envirco, EUA), em laboratório de nível de segurança 3. 
Esta mistura foi deixada a incubar durante 10 min. à temperatura ambiente para 
aumentar o rendimento da extracção. Após a incubação, foi feito um spin-down da 
solução, seguindo-se a sua aplicação a uma coluna (spin filter compactado com lã de 
fibra de vidro) com o respectivo tubo colector. Em seguida foi realizada uma 
centrifugação de 15 seg. a 8000 x g (Centrifuge 5415-D, Eppendorf, Alemanha, 
utilizada durante todo o processo de extracção). Após a centrifugação, removeu-se a 
coluna do tubo colector e descartou-se este último juntamente com o eluato, sendo a 
coluna colocada num novo tubo colector. À coluna adicionou-se 500 μl de tampão de 
remoção de inibidores, seguindo-se uma centrifugação de 1 min. a 8000 x g. Como 
anteriormente, o tubo colector foi descartado juntamente com o eluato e a coluna 
colocada num novo tubo colector. Seguiram-se duas lavagens consecutivas com 450 μl 
de tampão de lavagem, sendo a coluna centrifugada nas condições anteriores. Após a 
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segunda lavagem, foi realizada mais uma centrifugação de 10 seg. à velocidade máxima 
de 13000 x g, para remoção total do tampão de lavagem. A coluna foi finalmente 
transferida para um novo microtubo de 1,5 ml e foi realizada a eluição do RNA, 
adicionando-se 50 μl de tampão de eluição, seguindo-se uma centrifugação de 1 min. a 
8000 x g. O volume obtido foi em seguida dividido em alíquotas de 10 μl, em tubos 
livres de RNases e DNases de 0,5 ml (Multiply®-Pro, Sarstedt, Alemanha). Esta 
separação em volumes mais pequenos permite evitar vários ciclos de congelamento e 
descongelamento do RNA, em futuras utilizações. O passo de eluição foi repetido, 
tendo-se dividido, desta vez, os 50 μl de eluato em duas alíquotas de 25 μl, sendo este 
RNA mais diluído que o anteriormente obtido. O RNA obtido foi conservado a -80ºC.  
Todo o protocolo foi realizado seguindo-se os cuidados necessários ao 
manuseamento de RNA, que é extremamente susceptível de degradação por RNases 
endógenas e ambientais. 
 
2.3. Amplificação por RT-nested PCR 
2.3.1. Primers 
A amplificação da região C2V3C3 de gp120 do gene env de HIV-1 foi realizada 
por transcrição reversa in vitro seguida de nested PCR (RT-nested PCR). Os primers 
utilizados (Tabela 2) encontram-se descritos no protocolo do HIV-1 env Subtyping Kit 
do NIH AIDS Research & Reference Reagent Program (Division of AIDS, NIAID, NIH, 
EUA) para a subtipagem do gene env de HIV-1 por heteroduplex mobility assay (HMA) 
(41, 42). Os primers seleccionados consistiram em três pares, dois deles utilizados, 
através de diferentes combinações entre si, para a amplificação de fragmentos maiores 
que contêm a quase totalidade do gene env. A partir destes fragmentos, o terceiro par de 
primers, hibridando nas regiões conservadas (C2, C3) que flanqueiam a região da ansa 
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ED31 6817–6845 CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG 
ED33 7381–7360 TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC 
 
2.3.2. Protocolo de Retrotranscrição e Amplificação 
2.3.2.1. Retrotranscrição e Primeira Reacção de PCR 
Para este estudo recorreu-se ao Titan One Tube RT-PCR System (Roche Applied 
Science, Alemanha). Este sistema permite a realização, num único passo, da reacção de 
retrotranscrição in vitro do RNA numa molécula de cDNA (do inglês complementary 
DNA) e a amplificação deste último. A realização de ambas as reacções, de um modo 
consecutivo, é possível pela presença de um conjunto de diferentes enzimas, resultando 
numa amplificação de elevada fiabilidade.  
Para a utilização deste sistema foram preparadas duas misturas de reacção, de 
acordo com as especificações do fabricante e as necessidades deste estudo. Assim, 
ambas as misturas de reacção foram efectuadas em microtubos livres de RNases e 
DNases de 0,5 ml (Multiply®-Pro, Sarstedt, Alemanha), em câmara de fluxo laminar 
(Laminar Flow Cabinet-class 100, Flow Laboratories, EUA), em “sala limpa”. Para a 
primeira mistura de reacção, colocou-se 1 μl de uma mistura de dNTPs (concentração 
final, 0,2 mM cada), 2,5 μl de DTT (concentração final, 5 mM), 0,5 μl de RNAguard™ 
(Amersham Biosciences, EUA) (concentração final, 0,4 U/μl) e 1,5 μl de cada um dos 
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primers ED3, ED5, ED12 e ED14 (concentração de 15 pmoles por reacção), 
acrescentando-se um volume de 5 μl de água livre de RNases (Promega, EUA) para 
perfazer um volume final de 15 μl. Para a segunda mistura de reacção, juntou-se 10 μl 
de tampão de RT-PCR 5X (concentração final 1,5 mM de MgCl2), 1 μl de mistura de 
enzimas (concentração final de 0,02 U/μl) e 14 μl de água livre de RNases (Promega, 
EUA) para um volume final de 25 μl. Concluídas as misturas de reacção, e em 
compartimento físico separado, foram adicionados 10 μl de solução aquosa de RNA 
purificado à primeira mistura de reacção, sendo depois acrescentados os 25 μl da 
segunda mistura de reacção, perfazendo o volume final de 50 μl. As misturas de reacção 
foram mantidas em gelo durante todo o procedimento. Para as reacções de transcrição 
reversa e amplificação, foi sempre realizado um controlo de contaminação em que se 
substituiu o volume de RNA/DNA matriz por água. 
As condições de amplificação foram escolhidas de acordo com o descrito pelo 
fabricante do sistema utilizado e tendo em conta as temperaturas de hibridação 
estimadas dos primers utilizados. O protocolo de amplificação foi alvo de várias 
alterações, ao longo deste trabalho, para sua optimização. As condições descritas na 
Tabela 3 foram as que produziram melhores resultados. 
 
Tabela 3. Condições de retrotranscrição e de amplificação (1ª reacção de PCR) do RNA 
viral. 
Retrotranscrição e 1ª reacção de PCR 
Retrotranscrição 42ºC, 30 min. 
Desnaturação inicial 94ºC, 2 min. 
Amplificação 
94ºC, 1 min.; 50ºC, 1 min.; 68ºC, 1 min. (3X) 
94ºC, 10 seg.; 50ºC, 30 seg.; 68ºC, 1 min., com 
incremento de 5 seg. por ciclo a partir do 8º ciclo (32X) 
Extensão final 68ºC, 7 min. 
Manutenção 4ºC, ∞ 
  
2.3.2.2. Segunda Reacção de PCR 
Os fragmentos de cDNA resultantes da primeira reacção de amplificação foram 
utilizados como molde para uma segunda amplificação com primers internos (Tabela 
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2). Estes hibridam nos cDNAs permitindo a obtenção de um fragmento de menores 
dimensões que contém a região em estudo. 
Para esta segunda reacção de PCR utilizou-se o sistema illustraTM puRe Taq 
Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare, Inglaterra) que se apresenta em microtubos 
de PCR de 0,5 ml contendo uma esfera liofilizada que tem na sua composição 
aproximadamente 2,5 unidades de polimerase de DNA puRe Taq, dNTPs e tampão de 
reacção. Este método reduz significativamente o número de pipetagens, diminuindo 
assim a possibilidade de erros e contaminações e aumentando a reprodutibilidade. Foi 
realizada uma mistura com os dois primers internos ED31 e ED33 (15 pmoles/reacção) 
em água ultrapura Milli-Q® (Reagent Grade Ultrapure Systems, Millipore, EUA) para 
um volume de 23 μl por reacção, resultando numa concentração final de 0,2 mM de 
cada dNTP, 50 mM de KCl e 1,5 mM de MgCl2 em 10 mM de Tris-HCl, pH 9,0. A esta 
mistura de reacção foram adicionados 2 μl de solução contendo o cDNA obtido na 
primeira reacção de amplificação, perfazendo um volume final de 25 μl.  
As condições de amplificação utilizadas para esta segunda reacção de PCR 
foram as descritas no protocolo do HIV-1 env Subtyping Kit do NIH AIDS Research & 
Reference Reagent Program (Division of AIDS, NIAID, NIH, EUA) e encontram-se na 
Tabela 4. 
 
Tabela 4. Condições de amplificação (2ª reacção de PCR) do cDNA. 
2ª reacção de PCR 
Amplificação 
94ºC, 1 min.; 55ºC, 1 min.; 72ºC, 1 min. (3X) 
94ºC, 15 seg.; 55ºC, 45 seg.; 72ºC, 1 min. (32X) 
Extensão final 72ºC, 5 min. 
Manutenção 4ºC, ∞ 
 
2.4. Observação dos Fragmentos Resultantes da RT-nested PCR 
A observação dos fragmentos de DNA obtidos por RT-nested PCR foi feita após 
separação electroforética em gel de agarose (Agarose MP, Boehringer, Alemanha) a 
1,5% (p/v), em tampão TAE (Tris-Acetato-EDTA) 0,5X (Anexo 3) com brometo de 
etídeo (0,5 μg/ml), num volume entre 50-100 ml. Foram aplicados 5 μl de amostra com 
aproximadamente 3 μl de tampão de aplicação (Anexo 3), sendo o gel submetido a uma 
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voltagem a rondar os 90-100 V. O tamanho dos fragmentos obtidos foi estimado por 
comparação com o padrão de migração do marcador de massa molecular Gene RulerTM 
100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Canadá). A visualização dos fragmentos de DNA 
foi feita com recurso a radiação ultravioleta (λ=254 nm) e a captação digital de imagem 
foi feita pelo aparelho Gel-Doc XR (Bio-Rad, EUA). 
 
2.5. Purificação dos Fragmentos de DNA 
Após a confirmação da presença de uma banda específica com o tamanho 
esperado, por comparação com o marcador de massa molecular, e que esta se 
apresentava com uma quantidade de DNA razoável para sequenciação nucleotídica 
directa, procedeu-se à purificação do produto de PCR restante com recurso ao sistema 
comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA), de acordo com 
as especificações do fabricante. A 20 μl de volume de produto de PCR foi adicionado 
um igual volume de solução de ligação à membrana. Estes 40 μl foram transferidos para 
uma minicoluna, já acoplada a um tubo colector, e incubados à temperatura ambiente 
durante 1 min. Seguiu-se uma centrifugação de 1 min. a 16000 x g, à temperatura 
ambiente (Centrifuge 5415-D, Eppendorf, Alemanha, utilizada durante todo o 
procedimento de purificação). Retirou-se a minicoluna do tubo colector e rejeitou-se o 
eluato, retornando-se a minicoluna para o respectivo tubo colector. Em seguida foi 
realizada uma lavagem com a adição de 700 μl de solução de lavagem da membrana e 
centrifugou-se durante 1 min. a 16000 x g à temperatura ambiente. Como anteriormente, 
após a centrifugação retirou-se a minicoluna do tubo colector, descartou-se o eluato e 
voltou-se a colocar a minicoluna no respectivo tubo. A lavagem foi repetida com 500 μl 
da mesma solução, seguida por uma centrifugação a 16000 x g durante 5 min., 
rejeitando-se o eluato. O conjunto minicoluna e tubo colector sofreram nova 
centrifugação por 1 min., nas condições descritas anteriormente, para remover todos os 
resíduos de solução de lavagem (etanol) que estivessem ainda presentes na coluna. A 
minicoluna foi em seguida transferida para um microtubo de 1,5 ml, sendo aplicados, no 
centro de coluna, sem tocar na membrana, 50 μl de água livre de RNases (Promega, 
EUA) e deixando-se 1 min. à temperatura ambiente. Foi realizada uma centrifugação 
final de 1 min. a 16000 x g à temperatura ambiente. A coluna foi em seguida descartada 
e o DNA purificado conservado a -20ºC. 
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2.6. Clonagem dos Produtos de PCR 
Este procedimento foi realizado para todos os produtos de PCR para os quais se 
observou em gel de agarose possuírem uma quantidade de DNA insuficiente para 
sequenciação nucleotídica directa. A clonagem foi realizada utilizando o sistema 
pGEM®-T Easy Vector (Promega, EUA), cujo plasmídeo se encontra representado na 
Figura 8. 
O vector pGEM®-T Easy é 
fornecido numa forma linearizada 
com resíduos de 3’-timidina em 
ambas as extremidades. A 
presença destes resíduos aumenta 
significativamente a eficiência de 
ligação dos produtos de PCR, ao 
mesmo tempo que impede a 
recircularização do vector. O vector 
permite a selecção de 
recombinantes através do sistema 
de α-complementação, uma vez 
que a inserção de um fragmento no 
local de clonagem interrompe a ORF (do inglês Open Reading Frame) do gene lacZ 
impedindo assim a produção de β-galactosidase, tornando brancas as colónias 
bacterianas recombinantes, em meio contendo X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
galactopiranósido) e IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranósido) (Anexo 3). Este vector 
permite ainda a fácil extracção do fragmento de DNA clonado com recurso a locais de 
reconhecimento para enzimas de restrição (EcoRI, BstZI e NotI) que flanqueiam a 
região de clonagem. 
 
2.6.1. Ligação de Fragmentos de DNA ao Vector 
A reacção de ligação foi realizada segundo as especificações do fornecedor do 
vector. Para tal, misturou-se 5 μl de tampão de ligação 2X (Anexo 3), 1 μl de solução de 
vector plasmídico pGEM®-T Easy (Promega, EUA) (50 ng/µl), 3 μl de produto de PCR 
e 1 μl de ligase de DNA do fago T4 (3 U/µl). Esta mistura foi incubada em banho 
Figura 8: Mapa físico do vector plasmídico 
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refrigerado (Frigiterm, P-Selecta, Espanha), a 4ºC, durante a noite, de modo a aumentar 
a eficiência de ligação. 
 
2.6.2. Preparação de Células Competentes e Transformação  
Para a obtenção de células competentes para transformação utilizou-se a estirpe 
JM109 de Escherichia coli, previamente conservada a -80ºC em meio de 
criopreservação (Anexo 3). Esta estirpe foi inoculada em 3 ml de meio LB (do inglês 
lysogeny broth) líquido (Anexo 3) e incubada durante a noite a 37ºC, com agitação de 
220 rpm. No dia seguinte, utilizaram-se 200 μl da suspensão celular saturada para 
inocular 20 ml de meio LB fresco num nefalómetro, que se utilizou para a leitura 
espectrofotométrica da densidade óptica (D.O.) a 600 nm até se obter um valor 
compreendido entre 0,3 e 0,5, após incubação nas condições anteriores. Uma vez 
atingida a D.O. pretendida, a cultura foi centrifugada a 4ºC, a 6000 rpm durante 10 min. 
(Centrifuge J-21, Beckman, EUA) com o objectivo de sedimentar as células. Em 
seguida, foi descartado todo o sobrenadante, procedendo-se à ressuspensão das células 
em 1 ml de meio TSS (do inglês transformation and storage solution) frio (Anexo 3). 
Para a transformação propriamente dita, foram adicionados 5 μl de mistura de 
ligação (ver 2.6.1) a 100 μl da suspensão de células competentes, em meio TSS, 
preparada anteriormente. Este procedimento repetiu-se para os controlos positivo e 
negativo da experiência de transformação, substituindo-se a mistura de ligação 
respectivamente por 1 μl de uma solução concentrada do plasmídeo pBluescript II KS+ 
(Stratagene, EUA) e 5 μl de água ultrapura Milli-Q® (Reagent Grade Ultrapure 
Systems, Millipore, EUA). Após homogeneização suave, os microtubos foram mantidos 
em gelo durante 60 min. Procedeu-se depois a um choque térmico, pelo que as células 
foram colocadas num banho a 42ºC durante 90 seg., sendo imediatamente transferidas 
para o gelo. Em seguida, adicionou-se 900 μl de meio LB a cada microtubo e colocou-
se num agitador orbital (~80 rpm) durante 60 min. a 37ºC. No final da incubação, 
procedeu-se a uma centrifugação de 10 min. a 6000 rpm à temperatura ambiente 
(Centrifuge 5415-D, Eppendorf, Alemanha), sendo cuidadosamente rejeitados 800 μl de 
sobrenadante e procedendo-se à ressuspensão das células sedimentadas nos 200 μl 
restantes. Este volume foi finalmente distribuído por espalhamento, em condições de 
assepsia, em duas placas de Petri com meio LB sólido (15 ml/placa) suplementado com 
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ampicilina, IPTG e X-Gal (Anexo 3). As placas foram colocadas na estufa a 37ºC, 
durante a noite. 
 
2.6.3. Selecção de Clones Bacterianos Recombinantes 
A selecção dos transformantes obtidos foi realizada através da análise das placas 
de Petri incubadas durante a noite. A adição de suplementos ao meio LB sólido permitiu 
a selecção dos clones transformantes (resistentes à ampicilina) e recombinantes 
(colónias brancas na presença de X-Gal e IPTG). Entre as colónias obtidas foram 
seleccionadas colónias brancas para repicagem, em condições de assepsia, com um 
palito estéril, para tubos com 3,5 ml de meio LB líquido com ampicilina (100 μg/ml). 
Os tubos foram deixados a incubar durante a noite a 37ºC com agitação de 220 rpm. 
 
2.7. Extracção de DNA Plasmídico 
 Para a extracção do DNA plasmídico dos clones bacterianos seleccionados, 
utilizou-se o método da lise alcalina (14). Transferiu-se 2x1,5 ml de cultura densa para 
microtubos de centrífuga e procedeu-se à sua centrifugação a 13500 rpm durante 2 min. 
(Centrifuge 5415-D, Eppendorf, Alemanha), em dois passos consecutivos de 
centrifugação, com o intuito de sedimentar as células (os 0,5 ml de cultura restantes 
foram conservados a 4ºC). No final, o sedimento celular correspondente a um volume 
de cultura de 3,0 ml foi vortexado, a fim de facilitar a sua posterior ressuspensão. Em 
seguida, adicionou-se 100 μl de tampão TEG gelado (Anexo 3), procedendo-se à 
ressuspensão do sedimento celular nesta solução. A esta solução adicionou-se 200 μl de 
SDS alcalino (Anexo 3), preparado no momento, e procedeu-se à mistura através da 
inversão dos microtubos, de modo a facilitar a lise celular. Finalmente, adicionou-se 
200 μl de acetato de potássio 3 M, pH 4,8, frio e inverteu-se os microtubos suavemente 
para se proceder à mistura. Todo este procedimento foi realizado mantendo os 
microtubos em gelo. Seguidamente, procedeu-se à sedimentação dos restos celulares, 
através de uma centrifugação a 13500 rpm durante 15 min., a 4ºC (Centrifuge 3k18, 
Sigma, Alemanha). O sobrenadante obtido foi transferido para novos microtubos aos 
quais se adicionou 600 μl de isopropanol (Merck, Alemanha), procedendo-se à 
homogeneização por inversão. Esta mistura foi incubada até 10 min. à temperatura 
ambiente. No final da incubação, realizou-se uma centrifugação a 13500 rpm durante 15 
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min. à temperatura ambiente. (Centrifuge 5415-D, Eppendorf, Alemanha), para recolha 
do DNA plasmídico. O sobrenadante resultante foi rejeitado e o sedimento de DNA foi 
lavado com 250 μl de etanol (Merck, Alemanha) a 70% (v/v), mantido a -20ºC, 
realizando-se nova centrifugação, durante 5 min., nas condições anteriores. O 
sobrenadante foi cuidadosamente retirado e o sedimento de DNA plasmídico foi seco 
num evaporador (Concentrator 5301, Eppendorf, Alemanha). Os sedimentos secos 
foram, por fim, ressuspendidos numa solução aquosa de RNase (concentração final de 
50 μg/ml), sendo colocados num banho a 37ºC durante 30 min. No final da hidrólise do 
RNA, o DNA plasmídico foi conservado a -20ºC. 
 
2.8. Observação do DNA Plasmídico após a Extracção 
 Após a extracção do DNA plasmídico, foi realizada uma electroforese em gel de 
agarose (Agarose MP, Boehringer, Alemanha) a 1% (p/v), em tampão TAE 0,5X, 
(Anexo 3) com brometo de etídeo (0,5 μg/ml), para pré-avaliação do sucesso da 
clonagem. Os padrões de migração dos DNAs plasmídicos purificados foram 
comparados, entre si, a fim de se seleccionar as moléculas potencialmente 
recombinantes. Através desta comparação, seleccionou-se um conjunto de DNAs 
plasmídicos com migração retardada para digestão posterior com EcoRI, enzima que 
permite a excisão do fragmento clonado no vector (ver secção 2.6.). 
 
2.9. Digestão com EcoRI 
 Para a confirmação da presença do fragmento clonado, foi realizada a hidrólise 
dos plasmídeos apresentando mobilidade retardada em campo eléctrico com a 
endonuclease de restrição EcoRI (Fermentas, Canadá). Como se viu, esta enzima 
reconhece dois locais situados no sítio de clonagem múltipla, os quais flanqueiam o 
local de inserção do fragmento de DNA (Figura 8), permitindo a sua excisão. A 
hidrólise dos DNAs plasmídicos seleccionados foi realizada através da mistura de 5 μl 
de solução de DNA extraído, 1,5 μl de tampão EcoRI 10X (Anexo 3), 1 μl de EcoRI (10 
U/μl) e água desionizada ultrapura Milli-Q® (Reagent Grade Ultrapure Systems, 
Millipore, EUA) a perfazer um volume total de 15 μl. Esta mistura foi incubada a 37ºC 
durante 3 horas. Os produtos de digestão foram separados por electroforese em gel de 
agarose (Agarose MP, Boehringer, Alemanha) a 1,5% (p/v), em tampão TAE 0,5X, com 
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brometo de etídeo (0,5 μg/ml) e analisados após exposição a radiação ultravioleta, nas 
condições descritas anteriormente. 
 
2.10. Extracção e Purificação de DNA Plasmídico para Sequenciação 
Após a visualização de um padrão de restrição contendo fragmentos de DNA 
com tamanhos aproximados aos teóricos esperados (vector + fragmento clonado), 
procedeu-se à inoculação de 3,5 ml de meio LB líquido com ampicilina (100 μg/ml), a 
partir das culturas obtidas por repicagem, e incubação a 37ºC durante a noite, com 
agitação (220 rpm). No dia seguinte, a extracção e purificação do DNA plasmídico para 
sequenciação nucleotídica foi realizada com recurso ao kit Wizard® Plus SV Minipreps 
DNA Purification System (Promega, EUA), de acordo com as especificações do 
fabricante. Iniciou-se a extracção com a centrifugação consecutiva de 2x1,5 ml de meio 
de cultura saturado a 10000 x g durante 5 min. (Centrifuge 5415-D, Eppendorf, 
Alemanha, utilizada durante todo o processo de purificação), para sedimentação das 
células. Ao sedimento, adicionou-se 250 μl de solução de ressuspensão celular, 
procedendo-se à ressuspensão por pipetagem repetida. Depois, adicionou-se 250 μl de 
solução de lise celular, procedendo-se à mistura por inversão e incubação à temperatura 
ambiente (máximo 5 minutos) até completa clarificação, e 10 μl de uma solução de 
protease alcalina (~250 µg), também misturada por inversão, sendo os microtubos 
incubados durante 5 min. à temperatura ambiente. Para a neutralização, adicionou-se 
350 μl de solução de neutralização, invertendo-se os microtubos para uma correcta 
mistura das soluções. Procedeu-se em seguida a uma centrifugação a 14000 x g durante 
10 min. à temperatura ambiente. O sobrenadante obtido foi então transferido (cerca de 
850 μl) para uma coluna (spin column), montada num tubo colector, ambos fornecidos 
no kit, após o que se seguiu uma centrifugação a 14000 x g durante 1 min., à 
temperatura ambiente. O eluato recolhido no tubo colector foi rejeitado e a coluna 
voltou a ser colocada no mesmo tubo. À coluna adicionou-se 750 μl de solução de 
lavagem, procedendo-se a uma centrifugação, nas condições anteriores. O eluato foi 
descartado, sendo repetida a lavagem da coluna, mas, desta vez, com a adição de 250 μl 
de solução de lavagem. A coluna foi finalmente transferida para um microtubo estéril de 
1,5 ml, procedendo-se à eluição do DNA plasmídico através da adição de 100 μl de 
água livre de RNases e DNases (Promega, EUA) ao centro da coluna, sem lhe tocar com 
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a ponta da pipeta. Seguiu-se uma centrifugação a 14000 x g durante 1 min. à 
temperatura ambiente e o DNA plasmídico foi conservado a -20ºC. 
 
2.11. Sequenciação Nucleotídica 
Uma vez purificadas, as amostras de DNA foram enviadas para sequenciação 
nucleotídica na empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal). O volume de amostra 
enviado, quando esta correspondia a produto de PCR, foi variável, dependendo da 
concentração inicial do DNA (quantidade mínima de 400 ng de DNA/reacção de 
sequenciação). Os primers ED31 e ED33 foram enviados para obtenção de sequências 
nucleotídicas nos dois sentidos (50 pmoles/reacção de sequenciação). Quanto aos 
fragmentos clonados, foram enviados 95 μl de solução de DNA plasmídico purificado 
(quantidade mínima de 1 μg de DNA/reacção de sequenciação). Neste caso, foram 
utilizados os primers universais T7 (directo) e SP6 (inverso), complementares às 
sequências que flanqueiam o sítio de clonagem múltipla do vector pGEM®-T Easy 
(Promega, EUA) (Figura 8). Em ambos os casos, a sequenciação foi realizada pelo 
método de terminação de cadeia (137). 
  
2.12. Análise Bioinformática de Sequências Nucleotídicas de HIV-1 
2.12.1. Análise de Cromatogramas e Edição de Sequências 
Os cromatogramas relativos às reacções de sequenciação foram analisados a fim 
de se proceder à edição de sequências “consenso” entre as sequências das cadeias 
directa e inversa de cada amostra. Empregou-se, para tal, o programa BioEdit Sequence 
Alignment Editor, v.7.0.9.0. (em http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). 
 
2.12.2. Pesquisa de Homologia Genética 
Com o objectivo de se confirmar rapidamente a identidade das sequências 
obtidas realizou-se uma pesquisa de homologia genética, utilizando-se para tal o 
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (disponível em 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Este programa indica a percentagem de 
semelhança entre duas sequências e fornece uma estimativa da probabilidade da 
homologia genética encontrada ser devida ao acaso (E value, 0-1). 
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2.12.3. Determinação Automática dos Genótipos Virais 
Para uma determinação preliminar dos genótipos virais recorreu-se ao programa 
REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool v.2.0 (disponível em 
http://www.bioafrica.net/rega-genotype/html/subtypinghiv.html). Este programa realiza 
uma análise filogenética automática rápida, utilizando métodos de bootstrapping e de 
bootscanning para a genotipagem de fragmentos subgenómicos localizados, embora, 
esta última, apenas para sequências com o tamanho mínimo de 800 pb (39). 
 
2.12.4. Construção de Árvores Filogenéticas 
 A construção de árvores filogenéticas permitiu a genotipagem das amostras em 
estudo. Para tal, as sequências nucleotídicas editadas anteriormente foram alinhadas 
utilizando o programa ClustalW2 v.2.0. (disponível em 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Neste alinhamento foram utilizadas as 
sequências em estudo, assim como sequências de referência do HIV-1 do grupo M (de 
subtipos, sub-subtipos e duas CRFs) e uma sequência de SIV, como outgroup, obtidas 
através da Los Alamos HIV Database (em http://www.hiv.lanl.gov/). O alinhamento 
obtido foi editado manualmente no programa BioEdit v.7.0.9.0 para remoção dos 
espaços abertos. A construção de árvores filogenéticas foi efectuada com o programa 
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) v.4.0 (disponível em 
http://www.megasoftware.net/), com recurso ao método de neighbor-joining (135), 
implementado através do modelo de 2 parâmetros de Kimura (91) para o cálculo da 
matriz de distâncias genéticas (assumiu-se a opção pairwise deletion, uma taxa de 
transversões igual à taxa de transições e uma frequência igual de bases). Finalmente, foi 
utilizado o método de bootstrapping, com base em 1000 amostragens aleatórias, para 
avaliar a robustez da inferência filogenética e das topologias sugeridas. Considerou-se 
como estatisticamente significativo, a obtenção de valores de bootstrap iguais ou 
superiores a 70%. 
 
2.12.5. Análise de Sequências Divergentes 
Para a análise de sequências filogeneticamente divergentes, potencialmente 
recombinantes, utilizou-se o método de bootscanning, através da utilização do programa 
SimPlot v.3.5.1 (disponível em http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/). 
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2.13. Análise Bioinformática de Sequências Aminoacídicas de HIV-1 
2.13.1. Tradução e Alinhamento das Sequências 
As sequências nucleotídicas foram traduzidas segundo o código genético 
universal com recurso ao programa EMBOSS Transeq (disponível em 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/). Posteriormente, as sequências de 
aminoácidos foram alinhadas com uma sequência consenso do subtipo B de HIV-1, 
retirada da base de dados de sequências de HIV (Los Alamos HIV Database), utilizando 
o programa ClustalW2 v.2.0. e a matriz de substituição BLOSUM 62. 
 
2.13.2. Análise dos Locais de N-glicosilação 
Para a análise dos potenciais locais de N-glicosilação (NxT/S, em que N = 
asparagina, T = treonina, S = serina e x pode representar qualquer aminoácido, excepto 
prolina) utilizou-se o programa N-GlycoSite, disponível em 
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html (177). 
 
2.13.3. Previsão de Utilização de Co-Receptores 
Inicialmente, analisou-se a carga aminoacídica com recurso às regras empíricas 
11/25 (57) e carga da ansa V3 (37). A primeira consiste na análise da carga dos resíduos 
de aminoácidos presentes nas posições +11 e +25 da ansa V3 da gp120 do gene env. A 
segunda regra baseia-se na análise da carga líquida total da mesma região genómica. 
Em seguida, alargou-se esta análise à restante região V3 utilizando-se os programas 
FORTINBRAS PSSM [matriz: subtipo B X4/R5 (Poveda2009)] (84, 85, 124) (disponível 
em http://fortinbras.us/cgi-bin/fssm/fssm.pl) e geno2pheno[coreceptor] v.1.2. (disponível 
em http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php), com um nível de significância 
de 20%, de acordo com as recomendações (de 2011) do European Consensus Group 
para a gestão clínica dos testes de tropismo de HIV-1, entretanto alteradas (161). 
 
2.13.4. Análise de Polimorfismos 
Foi realizada uma pesquisa de polimorfismos naturais, posição a posição, nas 
sequências em estudo, por comparação com a sequência consenso do HIV-1 do subtipo 
B utilizada no alinhamento, estimando-se a respectiva prevalência. Por fim, relacionou-
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se os polimorfismos encontrados com os descritos na literatura em associação à 
resistência ao maraviroc (ver Tabela 1). 
 
2.14. Análise Estatística 
Uma análise de distribuição foi aplicada aos dados epidemiológicos, de natureza 
categórica, que caracterizam a amostra populacional estudada, como sexo, origem 
geográfica dos indivíduos, partilha de seringas e terapêutica anti-retroviral. 
Relativamente à variável numérica “idade dos indivíduos”, calculou-se a média e o 
desvio padrão. Estudos de associação entre o sucesso/insucesso de amplificação por 
RT-nested PCR e as características epidemiológicas e clínicas da amostra populacional 
em estudo, e de polimorfismos genéticos, “assinaturas aminoacídicas”, locais de N-
glicosilação, mutações associadas a resistência ao maraviroc, entre outras variáveis, 
com os diferentes subtipos virais (B vs. não-B), ou outras características, foram 
realizados recorrendo-se ao teste exacto de Fisher bilateral, ou ao teste de χ2, aplicados à 
análise de tabelas de contingência n x c, considerando um valor de significância de 1%. 
A comparação de médias foi realizada com utilização do teste t de Student. Todos os 




















3.1. Caracterização da Amostra Estudada 
Para este estudo, foi seleccionado um conjunto de amostras de plasma de 
indivíduos utilizadores de 
drogas por via endovenosa, 
seropositivos para HIV-1, da 
região da Grande Lisboa (ver 
Material e Métodos). Estes 
indivíduos apresentavam idades 
compreendidas entre os 24 e 
os 53 anos, correspondendo a 
uma idade média de 37,3 ± 
5,84 anos. Das 52 amostras utilizadas, 34 pertenciam a indivíduos do sexo masculino e 
18 a indivíduos do sexo feminino (Figura 9). 
As amostras estudadas neste trabalho pertenciam maioritariamente a indivíduos 
de nacionalidade portuguesa (67%), mas englobavam também outras nacionalidades, 
fundamentalmente de 
origem africana, como se 
pode observar na Figura 
10. Entre os indivíduos, 
65% expressaram 
afirmativamente a partilha 
de seringas, representando 
este aspecto especial 
importância, dado ser um 
dos comportamentos de 
risco da população 
estudada (Figura 11). 
Para além deste 
comportamento, 46% dos indivíduos reportaram a prática de relações sexuais não 
protegidas. A existência de parceiros sexuais de origem geográfica não-portuguesa foi 
relatada por 21% da amostra. Apenas 25% dos indivíduos afirmou alguma vez ter 
Figura 9: Representação gráfica da distribuição por 
sexos dos indivíduos cujas amostras foram estudadas. 
Figura 10: Representação gráfica da origem geográfica 
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estado sob algum regime terapêutico para o HIV (Figura 12). Finalmente, e sendo estes 
apenas conhecidos para as amostras provenientes do INSA (n=21), os valores de carga 
viral variavam entre 610 e 1,9 x 106 cópias de RNA/ml (valor médio de 1,3 x 105 ± 4,09 





















3.2. Amplificação por RT-nested PCR 
Como referido no capítulo anterior, neste estudo, a amplificação da região 
C2V3C3 de gp120 do gene env de HIV-1 foi realizada por transcrição reversa in vitro 
seguida de nested PCR (RT-nested PCR), a partir de 52 amostras de RNA viral 
purificado a partir do plasma. Foi possível obter um produto de amplificação, com o 
tamanho esperado de 565 pb, para 35 destas amostras (67%). Um resultado 







Figura 11: Representação gráfica da prática de partilha de seringas pelos indivíduos 







Figura 12: Representação gráfica da percentagem de indivíduos que afirmam ter 
recebido ou não algum tipo de terapia anti-retroviral (NR: não reportado). 
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As condições de amplificação foram seleccionadas de acordo com os sistemas 
comerciais utilizados, considerando as temperaturas de hibridação estimadas para os 
primers utilizados. No entanto, a obtenção de fragmentos específicos nem sempre foi 
conseguida, pelo que foi necessário recorrer à optimização das condições de 
amplificação, processo de especial importância para se garantir a amplificação do 
fragmento correcto, sem produtos inespecíficos. Durante este processo, testaram-se 
diferentes temperaturas de hibridação dos primers, quer para a fase de retrotranscrição 
(55, 50 e 45ºC), quer para a 1ª PCR (55, 50, 45 e 40ºC). Foi também testado o número 
de ciclos da fase de amplificação da 1ª PCR e a utilização, ou não, de incrementos de 
tempo na fase de polimerização. Por fim, testou-se igualmente a utilização de um par de 
primers para a retrotranscrição e 1ª PCR ou a utilização, em simultâneo, de dois pares 
de primers (Tabela 2). A segunda reacção de amplificação (2ª PCR) não foi sujeita a 
qualquer optimização. 
De um total de 35 produtos amplificados, foi possível proceder-se à purificação 
directa a partir dos produtos de PCR e envio imediato para sequenciação nucleotídica de 
21 (60%). Relativamente aos restantes, passou-se por um processo intermédio de 
clonagem no vector plasmídico pGEM®-T Easy (Promega, EUA), de acordo com o 
protocolo descrito no capítulo anterior. 
Figura 13: Imagem digital captada de um gel 
de agarose a 1,5% (p/v), em tampão TAE 
0,5X, com brometo de etídeo (0,5 μg/ml), após 
separação electroforética, onde se pode 
observar o resultado da amplificação por RT-
nested PCR do RNA viral de várias amostras. 
CN - Controlo negativo (ou de contaminação); 
A1 – Amostra PT_TX20; A2 – Amostra 
PT_TX37; A3 – Amostra PT_TX50; A4 – 
Amostra PT_TX59; A5 – Amostra PT_TX60; 
M – Marcador de massa molecular Gene 




       CN A1 A2  A3 A4 A5 M 
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Por fim, pesquisou-se, por métodos estatísticos, a eventual existência de 
associação entre o sucesso/insucesso de amplificação e os dados epidemiológicos dos 
indivíduos dadores das amostras estudadas (Anexo 2). Através desta análise, verificou-
se não existir qualquer influência das características epidemiológicas ou clínicas 
conhecidas no sucesso da amplificação, uma vez que se pode observar uma distribuição 
muito semelhante das diferentes frequências entre as amostras amplificadas e não 
amplificadas, com excepção da categoria “terapia anti-retroviral”. Neste caso, o teste 
exacto de Fisher bilateral, aplicado à análise de uma tabela de contingência 2x2, 
permitiu a rejeição da hipótese de independência das duas variáveis (p < 0,001). 
 
3.3. Edição das Sequências Nucleotídicas e Pesquisa de Homologia Genética 
Após a amplificação, os fragmentos de cDNA foram enviados para sequenciação 
nucleotídica em ambas as cadeias, desta forma tentando minimizar-se a introdução de 
erros devidos à própria sequenciação. As sequências nucleotídicas de cada uma das 
cadeias, dos 35 fragmentos amplificados, foram editadas, por comparação das cadeias 
simples, directa e inversa complementar, duas a duas. Através de uma cuidadosa análise 
dos cromatogramas respectivos, realizou-se a correcção manual das discrepâncias e, nas 
posições onde não foi possível chegar a um nucleótido “consenso”, utilizou-se o código 
degenerado de nucleótidos. Para várias sequências, verificou-se uma elevada 
variabilidade, relativamente a determinadas posições, reflectindo a existência de 
quasispecies. 
Uma vez editadas, as sequências nucleotídicas foram utilizadas para uma 
pesquisa automática de homologia genética, utilizando o programa BLAST do NCBI 
(National Center for Biotechnology Information, EUA), a fim de confirmar a sua 
identidade, prosseguindo-se depois para a análise filogenética.  
 
3.4. Análise Filogenética 
Primeiramente, procedeu-se a uma genotipagem automática, com recurso ao 
programa REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool v.2.0 (disponível em 
http://www.bioafrica.net/rega-genotype/html/subtypinghiv.html). Das 35 amostras 
estudadas, 65,7% (23) foram classificadas do subtipo B de HIV-1, 22,9% (8) do subtipo 
A, 8,6% (3) do subtipo G e 2,9% (1) do sub-subtipo F1. Estes resultados foram 
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posteriormente confirmados através da construção não-automatizada de árvores 
filogenéticas, o que permitiu a selecção, entre outros, dos algoritmos e das sequências 
de referência a utilizar, constituindo, assim, uma metodologia mais abrangente. 
A árvore filogenética foi construída com base no alinhamento múltiplo das 35 
sequências em estudo com 31 sequências de referência, com recurso ao programa 
ClustalW2 v.2.0. (disponível em http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). O 
alinhamento englobava as sequências amplificadas, sequências de referência 
representativas do grupo M (subtipos A-D, F-H, J e K, sub-subtipos A1-A4 e F1-F2 e 
formas recombinantes circulantes CRF02_AG e CRF14_BG) e uma sequência de SIV, 
como outgroup (com origem na base de dados de Los Alamos, em 
http://www.hiv.lanl.gov/). Após edição cuidadosa, com recurso ao programa BioEdit 
v.7.0.9.0., o alinhamento foi utilizado para a construção da árvore filogenética através 
do programa MEGA v.4.0 (disponível em http://www.megasoftware.net/). Utilizou-se o 
método de neighbor-joining para a construção da árvore, implementado através do 
modelo de 2 parâmetros de Kimura (91) para o cálculo da matriz de distâncias 
genéticas. Foi também utilizado o método de bootstrapping, com base em 1000 
amostragens aleatórias, para avaliar a robustez da inferência filogenética e das 
topologias sugeridas. Obteve-se então uma árvore filogenética com 66 sequências, com 
base num alinhamento múltiplo de 454 nucleótidos (Figura 14). 
Numa análise preliminar da árvore filogenética pode verificar-se que todas as 
sequências estudadas são suportadas por ramos horizontais, de tamanho variável, o que 
demonstra divergência em relação a um ancestral comum, indicando que não existem 
amostras com sequências nucleotídicas iguais entre si, permitindo excluir a ocorrência 
de contaminações durante o protocolo experimental. 
A análise filogenética realizada para as sequências nucleotídicas 
correspondentes à região amplificada permitiu a identificação de 23 sequências do 
subtipo B, sendo 2 destas do tipo da CRF14_BG, distribuídas em 6 subgrupos distintos, 
dentro do agrupamento que engloba todas as sequências do subtipo B (bootstrap de 
81%). O primeiro subgrupo, que não engloba nenhuma sequência de referência, 
compreende 5 sequências (PT_TP184A, PT_TX16, PT_TP107, PT_TP71 e PT_TX40) 
e apresenta um ancestral comum com outro subgrupo que compreende as sequências 
env B presentes na CRF14_BG. Neste, encontram-se 2 sequências anteriormente 
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subtipadas como B (PT_TX32 e PT_TX45) e 2 sequências de referência da CRF14_BG. 
Pode inferir-se que as sequências PT_TX32 e PT_TX45 pertencem à forma 
recombinante circulante CRF14_BG ou que são evolutivamente aparentadas com as 
estirpes B suas parentais. Num terceiro subgrupo, encontram-se as sequências PT_TP02 
e PT_TP159A agrupadas com a sequência de referência B_DO_05DO 160884. As 
sequências PT_TX18, PT_TP16 e PT_TX60 encontram-se agrupadas, formando um 
novo subgrupo, com as sequências de referência B_FR_HXB2 e B_YE_02YE507. Num 
quinto subgrupo, encontram-se agrupadas, com a sequência de referência 
B_BO_BOL0122, 3 sequências (PT_TP114, PT_TX47 e PT_TP85). As restantes 8 
sequências em estudo do subtipo B (PT_TX30, PT_TP24, PT_TP38, PT_TX21, 
PT_TP219, PT_TX50, PT_TX37 e PT_TX59) encontram-se agrupadas com a sequência 
de referência B_DK_PMVL 012. Digno de nota que, exceptuando o agrupamento que 
contém as sequências do tipo CRF14_BG, nenhum dos agrupamentos mencionados é 
suportado por valores significativos de bootstrap. 
A análise da árvore filogenética (Figura 14) revela ainda uma estirpe 
pertencente ao subtipo F (PT_AS646), mais especificamente ao sub-subtipo F1, e 3 
pertencentes ao subtipo G (PT_TP98, PT_TP13 e PT_TX14) que se encontram 
agrupadas com duas sequências de referência do subtipo G, uma de Portugal e outra de 
Espanha. Pode-se ainda identificar 8 sequências (PT_TX46, PT_TX13, PT_TX41, 
PT_TX15, PT_TP19, PT_TP208, PT_TP156 e PT_TX12) classificadas como subtipo 
A, agrupadas, embora de um modo não significativo, com diversas sequências de 
referência dos diferentes sub-subtipos de A (A1-A4) e CRF02_AG, forma recombinante 
circulante com env do subtipo A. 
Os resultados de genotipagem obtidos através da análise filogenética manual 
estão de acordo com os da pesquisa rápida implementada pelo programa REGA HIV-1 
& 2 Automated Subtyping Tool v.2.0. No caso das sequências que na árvore aparecem 
agrupadas com as formas recombinantes circulantes CRF14_BG (PT_TX32 e 
PT_TX45), estas foram anteriormente subtipadas como B, dado que a estrutura mosaico 
de CRF14_BG corresponde, na região de env estudada, a esse mesmo subtipo (40). 
Através da análise filogenética pode então inferir-se que, na globalidade, 21 sequências 
são do subtipo B (60%) e 14 de subtipos não-B (40%), mais especificamente, A, G, F e 
CRF14_BG. Na Figura 14, o agrupamento B apresenta uma elevada 
































































































































Figura 14: Resultado da análise filogenética realizada à região C2V3C3 do gene env de HIV-1 das 35 amostras em estudo (representadas 
com o prefixo PT), com 30 sequências de referência do grupo M (subtipos A-D, F-H, J e K, sub-subtipos A1-A4 e F1-F2 e as CRF02_AG e 
14_BG) e a sequência de SIV CPZ_US_US Marilyn, utilizada como outgroup (sequências retiradas de http://hiv-web.lanl.gov/), a partir de 
um alinhamento múltiplo de 454 nucleótidos. Na designação de cada sequência de referência, o prefixo corresponde ao subtipo (ou CRF) 
seguido da abreviatura do país do isolado e por fim o nome do isolado viral. A árvore foi construída com o programa MEGA v.4.0, 
utilizando-se o método de neighbor-joining, baseado no modelo de 2 parâmetros de Kimura para o cálculo da matriz de distâncias genéticas 
(a escala indica 5% de divergência). A robustez da inferência filogenética foi testada por bootstrapping de 1000 replicados, sendo 
representados apenas os valores considerados significativos (≥ 70%). 
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diversidade genética, ocorrendo a formação de 6 subgrupos distintos, mas apenas o 
subgrupo que contém as sequências CRF14_BG apresenta um valor de bootstrap 
significativo (99%). Por seu lado, o agrupamento das sequências do subtipo G é 
suportado por um valor significativo de bootstrap (98%), assim como o agrupamento 
das sequências F (85%). O mesmo não acontece, no entanto, para o subtipo A (valor de 
bootstrap inferior a 70%, que não é um valor significativo). De realçar que quase todas 
as sequências portuguesas, à excepção de PT_TX46, se agrupam à parte, relativamente 
às referências seleccionadas para a construção da árvore filogenética, embora com um 
valor de bootstrap não significativo. Por fim, a sequência PT_AS646 agrupa com a 
sequência de referência F1, com um valor de bootstrap de 100%, pelo que foi 
considerada como pertencente a este sub-subtipo. 
 A análise 
filogenética permitiu 
distribuir as sequências 
da amostra entre os 
subtipos A, B, G, sub-
subtipo F1 e CRF14_BG. 
Esta distribuição está 
representada na Figura 
15, onde se pode 
verificar que o subtipo 
prevalente é o B, que 
engloba 60% das sequências, e o menos frequente é o sub-subtipo F1, com apenas 
2,9%. Foi também realizada uma análise de bootscanning para as 35 sequências, não se 
tendo observado quaisquer indícios de recombinação intergenotípica (resultados não 
apresentados). 
Uma segunda árvore filogenética foi construída (Figura 16), integrando as 35 
sequências em estudo, 22 sequências de referência, extraídas da base de dados de Los 
Alamos, e um conjunto de 33 sequências do gene env de HIV-1 de origem portuguesa, 
obtidas na base de sequências nucleotídicas do NCBI. Com base num alinhamento 
múltiplo de 419 nucleótidos, a construção desta árvore teve como objectivo verificar o 











Figura 15: Representação gráfica da distribuição dos 
subtipos de HIV-1 presentes na amostra. 
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trabalho e outras sequências reportadas anteriormente de Portugal. Através da sua 
análise, foi possível observar a ausência de qualquer tipo de segregação, 
nomeadamente, de tipo temporal, entre as sequências portuguesas previamente 
estudadas (de proveniências diversas) e as novas, havendo uma mistura entre ambos os 
tipos e entre aquelas e as referências utilizadas. Observa-se a existência de divergências 
genéticas relativamente elevadas (Figura 16), o que era esperado uma vez que está a ser 
estudada uma das regiões mais variáveis do genoma de HIV-1. Na generalidade, 
mantêm-se as topologias da árvore filogenética da Figura 14, continuando a ser 
evidentes alguns subgrupos, embora não significativos, no grupo de sequências do 
subtipo B (na globalidade, estas sequências foram agrupadas com um valor de bootstrap 
significativo de 84%). Destes agrupamentos, o único com significância (bootstrap de 
99%) contém sequências de referência da forma recombinante circulante CRF14_BG, 2 
sequências em estudo (PT_TX32 e PT_TX45) e 3 outras sequências portuguesas 
(BM23439, BM23061 e BM21342). Todos os restantes agrupamentos mantêm-se 
genericamente consistentes com os resultados obtidos anteriormente, reeditando-se os 
emparelhamentos já conhecidos entre sequências em estudo, com intercalação das 
sequências portuguesas provenientes da base de dados. A única excepção prende-se 
com a divisão do agrupamento contendo as sequências PT_TP02, PT_TP159A e 
sequência de referência B_DO_05DO (Figura 14) em dois subgrupos bem distintos, um 
dos quais contendo a sequência de origem portuguesa BM23440 (Figura 16). 
As sequências do subtipo G encontram-se agrupadas em conjunto, com um valor 
elevado de bootstrap (96%). Este grupo subdivide-se em dois subgrupos consistentes 
(97% e 90% de bootstrap) e, curiosamente, o mais significativo engloba apenas 
sequências de origem portuguesa. O agrupamento das sequências do subtipo F 
apresenta, como era antecipado, um subgrupo composto apenas de sequências do sub-
subtipo F1, com um valor de bootstrap de 99%, contendo uma sequência de referência 
de origem espanhola destacada e um grupo de sequências que integra a PT_AS646 e 
três sequências portuguesas já estudadas (BM24871, PT955i e 103). Finalmente, as 
sequências do subtipo A encontram-se num grande grupo, estatisticamente pouco 
significativo, à imagem do resultado da árvore filogenética da Figura 14, incluindo 
sequências de referência dos sub-subtipos A1 a A4, CRF02_AG (env A) e as sequências 
de origem portuguesa, observando-se a ausência de qualquer estruturação. Tal como  










































Figura 16: Resultado da análise filogenética realizada à região C2V3C3 do gene env de HIV-1 das 35 amostras em estudo (representadas 
com o prefixo PT), com 33 sequências de origem portuguesa, estudadas anteriormente e depositadas na base de dados do NCBI (várias 
designações), 21 sequências de referência do grupo M (subtipos A-D, F-H, J e K, sub-subtipos A1-A4 e F1-F2 e as CRF02_AG e 14_BG) e 
a sequência de SIV CPZ_US_US_Marylin, utilizada como outgroup (http://hiv-web.lanl.gov/), a partir de um alinhamento múltiplo de 419 
nucleótidos. Na designação de cada sequência de referência, o prefixo corresponde ao subtipo (ou CRF), seguido da abreviatura do país do 
isolado e por fim o nome do isolado viral. A árvore foi construída com o programa MEGA v.4.0, utilizando-se o método de neighbor-
joining, baseado no modelo de 2 parâmetros de Kimura para o cálculo da matriz de distâncias genéticas (a escala indica 0,1% de 
divergência). A robustez da inferência filogenética foi testada por bootstrapping de 1000 replicados, sendo representados apenas os valores 
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anteriormente, a sequência PT_TX46, agora emparelhada com a sequência portuguesa 
160250, aparenta maior proximidade filogenética, embora pouco significativa, com a 
forma genética A do gene env da CRF02_AG. 
 
3.5. Análise das Sequências de Aminoácidos 
 As sequências inferidas de aminoácidos foram analisadas recorrendo ao seu 
alinhamento múltiplo, após a tradução das sequências nucleotídicas respectivas, com a 
sequência consenso do subtipo B, retirada da base de dados de Los Alamos (Figura 17). 
As sequências em estudo (n=35) estão organizadas de acordo com o seu subtipo, 
inferido da análise filogenética anteriormente realizada, encontrando-se dispostas por 
ordem alfabética: PT_TP19 a PT_TX46, subtipo A (n=8); PT_TP02 a PT_TX60, 
subtipo B (n=23); PT_AS646, sub-subtipo F1 (n=1); PT_TP13 a PT_TX14, subtipo G 
(n=3). Na Figura 17, foi também assinalada a região da ansa V3 (aa 91-125) da gp120. 
As sequências apresentam um número variável de aminoácidos, compreendido 
entre 168 e 172, com cerca de metade (n=17) a conter 169 aminoácidos, à imagem da 
sequência consenso B utilizada no alinhamento. Ocasionalmente, foram abertos espaços 
de modo a manter o alinhamento, incluindo em duas posições da sequência de 
referência (Cons_B), o que poderá ser interpretado como ocorrência de inserções e 
deleções pontuais. A merecer destaque, a sequência PT_TP02 com 172 aminoácidos 
devido a uma inserção de 2 dois resíduos, um de treonina e outro de serina, entre os 
aminoácidos 82 e 83 da sequência consenso B (posições 83-84 do alinhamento da 
Figura 17). Não se observaram inserções ou deleções de grande extensão, nem a 
ocorrência de codões precoces de terminação da tradução. A extensa variabilidade 
genética, característica da região do genoma do HIV-1 estudada, teve como 
consequência a impossibilidade de determinar, sem ambiguidade, a natureza dos 
aminoácidos em 96 posições distribuídas por 14 das sequências estudadas (posições 
assinaladas com X, na Figura 17). No entanto, dada a relevância desta informação para 
a análise de polimorfismos genéticos e sua associação à resistência ao maraviroc (ver 
mais à frente), foram estudadas as diferentes hipóteses possíveis de tradução para cada 
uma das posições nucleotídicas ambíguas, sendo os resultados obtidos apresentados na 
Tabela 5.  
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                          10        20        30        40        50        60        70        80        90       100       110       120       130       140       150       160       170                               
                          |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         |         | 
CONS_B     VSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTDNAKTIIVQLN--ESVEINCTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHCNISRAKWNNTLKQIVKKLREQFGN-KTIVFNQSSGGDPEIVMHSFNC  
PT_TP19    .......................TN.......K...........K...............G..M...K.IXXXXXX.....X--KA.X.....XX....X.VX....QT..AM.XX.....K.X.XVX.XX..D..X.VAXQ..KH.N--...I..S.....L..TT.....  
PT_TP156   ...........T.........L.T........K...........K...............GDIM....DI....R......S--KA.K...........T.VR....QT...G-S...........L.GKE.DD..Q.VATQ.EKR.NV-TK.I.TNH....L..TT.....  
PT_TP208   ...........T...........TE.......K...........K...............G..M.....IS..V.......S--KA.K......G....Q.V.....QT.FAR.D...........V.KKE..DN.Q.VAIQ.KKH.NT-TL.I.TNH....L.LTTPI...  
PT_TX12    ...........T.........L.T........K...........K.........D.....GDIM.....I...........S--KA.K...........T.VR....QT...G-S...........L.GKE.DD..Q.VATQ.EKR.NV-TK.I.TNH....L..TT.....  
PT_TX13    .......................AE.......K...........K...............K.IM.K...I.N...I.....H--.P.R......S................A..D..........S..GTE..K..R.VATQ.KKH.K.DTQ.S.ASH....L.V.T.....  
PT_TX15    ................V......TR.......K...........K...............K.II.....I.N..........--KA.R...........S.VR....QT.FA..D......K.Y..VT.QE.KD..Q.VATQ..KY.N.-N..I.ANH....L..TT.....  
PT_TX41    .......................TE.......K...........K...............K..M.K...I.N...I.....H--KP.R......S................A..D.............GTE..E..H.VATQ..KH.K.DTH.S.AKH....L.V.T.....  
PT_TX46    ................................K...........K.................I......I.N..........--.T...............V.....QT.FA.XD...........V..VA.....QK.AAQ..GY.K.-...K.T.P....L..TA.....  
PT_TP02    ..............................................................I..........T.I......TST..K...I..S.....G..L.L.....A.........R.......DD..R...E..I..K.KY.ES......................  
PT_TP16    ......................N.M.......N..................................A...N...N......--K..............R...L..............N..K.Y.TLNETQ..D..R..AI......E-N...A.KP.........T.....  
PT_TP24    I......L...............N........K...........K..............K.DII...............H..--..IQ......X.....G..L...G.X.A...X..X..X.Y....XX...S..S...D...XKLXGN...I..................  
PT_TP38    ...................Q...N...................................X.DI................N..--A.I...............N........A..AV............G.Q.....IH.A...K.KLX.-...A..K........E....I.  
PT_TP71    .........F............NET.......K...........................K.........S........H..--K.IV.....................L...-D.V.........L..SE..E..E......G.KV..KT................LTL..  
PT_TP85    .T...................................I.......................G.I..........R....R..--...V......S................AG-Q...N.......L.KGA.EK..R.V.GE..K...EN...S..K...........T...  
PT_TP107   A........F...........K........L.............................XXX.V......N.....L...X--.PI..T..........R.TM...KV.......V.........L.GST..K..E...E.....Y.EN...K.KXHA.............  
PT_TP114   .T....................E.......T.............K............R...DI..........T.I......--...T........D..............A......N..R......G.Q..K.....AS...G...EN......R...........T...  
PT_TP159A  I......................E........K..........................KG............V.N......--TA.N.T.I..G..........L...W....D......K......EVD...I.N.T.L.......-N...I............R.....  
PT_TP184A  .........F...........K..R.......R...............................V......N..........--KTI............R..T...........DV.......Y.T.NGSQ..E...KV.G.......EN...I..R...........T...  
PT_TP219   I..................Q...N........K...........K..............K.DI.V.....S.......I...--..................XM...X...A.-D...N.........GXQ..K.IFN..N...-EKVGN......H...............  
PT_TX16    .........F...........K..S.......R...........K...................V..K.....T.I...R..--N.IT.....HHKTI.RR.............G.T.Y.K........S...K..EY..E.....Y.KN......PP....Q.V...M...  
PT_TX18    ......................N.T.D.K.................................I....V..............--K.........G....R..TM...K..FA.-N...N...................V........E.-......H.....L.V...T...  
PT_TX21    ...........T.....XX..K..E...X................................DI.......XN.......H..--.XIQ.H.I..........N........A........................IXXT....GX...-...I.X........VE......  
PT_TX30    I..T........................................K................DII...K..GN.VD....H..--.X.X...X........X.XM......FX.XX.............X.X..X..RX..X...-EXLGN...N..................  
PT_TX32    ................V.....N.T.S..................................KI....KD.S..........K--NPIV............RVTM....VW...........K......GTE..D..G...G.......-N...I..H...............  
PT_TX37    ................................K............................DI...............IH..--..I...........................Q.............AVQ.....TH.......KL..N......................  
PT_TX40    ................................N............................DI......XXX..........--R.I............R..T........A..G...........L..SX..E..X...X..X....QN...X...X............T.  
PT_TX45    .T..............V.....N.......................X...............I....K.............K--DP................PM.X.KVW....Q........Y.....T......G...E.......-N...A.QR...............  
PT_TX47    .T.....................N....................................KDI.......S...........--...V...........R..N..............................E..R...G..K....TN...S..R...............  
PT_TX50    I..D..................ENN.......R..........................K.DI...X............H..--..I...............................X...........Q.....IHV......KL..-T.....................  
PT_TX59    I...............................I............................DI...X............H..--..I....X.X......X.N........A...X.....X......G.Q.....GH.....X.KLE.-T.....................  
PT_TX60    .....................K.X.........X..............................V..A.......S......--...X.X.X.......R...........A......X......XLXXX...D...X..I......K-N.....K................  
PT_AS646   ..WD...........Y.....K.T........N...........K..............K.DII..XQ.IS..T.....H..--...Q...................K...A..D......K....V.T.Q..K..E.VKA..KNY.T.-...E..S.....L..T..T...  
PT_TP13    ...D...................D........R...........K..I..............IG.....I.N...S.....K--KA.N.T............GF...Q...A..D........Q....G.E.GTMIQNVRS..KVI.N--...T..P.....L..TT.....  
PT_TP98    .T.D...................RN.......R...........K..I............RDIM..T..T.N.V.N......--KTIT.T............SL...Q...A.NA...N....Y.KLNGSE.R.MI.DVT.E.NAT.KISGN.T..S.....L..TT.....  
PT_TX14    ...D.................R.NE.......K...........K..I.............KIM...K.I....QN.....K--.AIN.T.A.......R..SF...Q...A.DS...N.......V.E.E.KKMIDNVTI...KF.N.-NS.T..P.....L..TT.....  
 
 
Figura 17: Alinhamento das sequências de aminoácidos da região C2V3C3 do gene env de HIV-1 para as amostras estudadas. As sequências são designadas pelo prefixo PT (Portugal) seguido pela referência da 
amostra, encontrando-se alinhadas com a sequência consenso do subtipo B (CONS_B) retirada da base de dados de Los Alamos (http://www.hiv-web.lanl.gov/). As sequências são compostas por letras de cores 
diferentes correspondentes a diferentes tipos de aminoácidos, utilizando o código universal de uma letra. Os pontos significam identidade dos aminoácidos com a sequência consenso, enquanto os traços indicam 
inserções ou deleções. A letra “X” representa a possibilidade de mais de um aminoácido numa determinada posição (Tabela 5), devido à utilização anterior do código degenerado de nucleótidos. A região da ansa 
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Tabela 5: Apresentação das diferentes hipóteses de tradução para cada posição 
nucleotídica na qual foi utilizado o código degenerado de nucleótidos, devido à 
presença de quasispecies (todas as posições representadas com X no alinhamento de 
aminoácidos da Figura 17).  







72D/N 108L/F 71T/S 
73S/I 114V/L 72N/D 
74G/V 117D/N 129K/R 
75Y/*/S/P/H/Q 120W/*/R 135K/E 
76N/T 127G/V/R/I 139E/G 
82S/N 128A/T 142R/K 
86R/K 143E/K 152V/Y 






98E/K 106R/K 90I/T 




114V/I 86K/E 114V/I 
122Q/H 90I/V 120R/Q 




128R/K 110T/A 34E/K 
129E/D 112Q/R/E/G 86E/V/K/I 
135W/*/R 113G/E 88E/D/K/N 
139A/T 127K/R/E/G 90V/A/I/T 
PT_TX21 
18I/L 129K/E 117E/D/K/N 
19I/L 132K/N 124N/T/I 
29K/T 136H/Q 126S/N 
71K/N/T 139K/N/R/S 127G/R 














PT_TX46 112G/D 146G/A/E 155E/K 
[A numeração corresponde à posição na respectiva sequência. As letras representam os diferentes 
aminoácidos, utilizando o código universal de uma letra. O símbolo * representa a introdução de um 
codão stop aquando da tradução.] 
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Em termos genéricos, a região mais heterogénea do alinhamento, no que se 
refere à natureza dos aminoácidos, corresponde à localizada imediatamente a jusante da 
ansa V3 (a partir da posição 126).  
Relativamente à ansa V3, verifica-se que 6 sequências (PT_TP71, PT_TP85, 
PT_TP156, PT_TP219, PT_TX12 e PT_TX18) apresentam uma deleção na posição 114 
do alinhamento, sendo a sua ansa V3 composta por 34 aminoácidos, enquanto todas as 
restantes (n=29; 82,9%) têm 35 aminoácidos, tal como a sequência consenso do subtipo 
B. Pode-se também verificar que todas as sequências exibem as posições 91C e 125C 
conservadas (havendo mais 7 posições nestas circunstâncias: 93R, 99R, 105G, 107G, 
118G, 120I e 123A), correspondendo aos resíduos de cisteína que mantêm a 
conformação tridimensional da ansa V3 através de uma ponte dissulfito (daí a 
importância da sua conservação). Observaram-se 5 diferentes motivos para a coroa da 
ansa V3, com o motivo GPGR, presente no consenso B, em maior número de 
sequências (n=18, sendo 2 do subtipo A e 16 do subtipo B). O motivo GPGQ, segundo 
mais frequente (n=9, 6 A e 3 G), é claramente o mais comum em sequências não-B. 
Foram também encontrados os motivos GLGR, presente em duas sequências do subtipo 
B, o motivo GPGG, presente em apenas uma sequência B, e o motivo GPGK, presente 
em 3 sequências (2 B e F1). Para duas sequências (ambas do subtipo B) verificou-se a 
existência de ambiguidades de tradução numa das posições do motivo (PT_TP219: 
GPGR/K; PT_TX45: GP/TGK), pelo que estas foram excluídas da análise estatística 
realizada. Recorrendo, uma vez mais, ao teste exacto de Fisher bilateral, aplicado à 
análise de uma tabela de contingência 5x2, foi possível rejeitar, com p < 0,001, a 
hipótese de independência entre o genótipo das sequências (B vs. não-B) e os motivos 
aminoacídicos presentes na coroa da ansa V3, havendo uma associação entre o motivo 
GPGR e o subtipo B e entre o motivo GPGQ e os subtipos não-B (neste estudo, A e G). 
 
3.5.1. Análise de Polimorfismos Genéticos 
 A comparação das sequências de aminoácidos obtidas com a sequência consenso 
B demonstrou a existência de um elevado número de polimorfismos naturais na região 
estudada, tal como era esperado, dado tratar-se de uma das regiões mais variáveis do 
genoma do HIV-1. Através da análise da Figura 18, pode observar-se que das 172






    5     10     15     20   
V80 S85,7 F97,1 E82,9 P100 I100 P100 I97,1 H100 Y88,6 C100 A88,6 P100 A100 G100 F97,1 A91,4 I98,6 L98,6 K94,3 C100 N74,3 
I17,1 T14,3 W2,9 D14,3    L2,9  F11,4  T11,4    Y2,9 V8,6 L1,4 I1,4 Q5,7  K17,1 
A2,9   T2,9                  L5,7 
                     R2,9 
                      
  25  ^   30    ^ 35     40     
D80 K47,1 K57,1 F100 N94,3 G100 T95,7 G100 P94,3 C100 T34,3 N97,1 V100 S100 T100 V97,1 Q100 C100 T100 H100 G100 I100 
N14,3 T20 E14,3  D2,9  K 4,3  L2,9  K40 E1,4    I2,9       
E5,7 N17,1 N8,6  S2,9    T2,9  R14,3 K1,4           
 E7,1 T8,6        N8,6            
 A2,9 R5,7        I2,9            
 D2,9 M2,9                    
 R2,9 S2,9                    
                      
                      
45     50     55 ^     60     65  
R51,4 P100 V98,6 V91,4 S100 T100 Q100 L100 L100 L100 N97,1 G100 S100 L97,1 A100 E82,9 E67,1 E47,1 V30 V60 I85,7 R94,3 
K48,6  A1,4 I8,6       D2,9   R2,9  K15,7 K15,7 D42,9 I70 M22,9 V14,3 K5,7 
               Q1,4 G14,3 K5,7  I14,3   
                R2,9 G4,3  G2,9   
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  ^ 70     75     80  ^   85    
S92,9 E71,4 N94,3 F64,3 T75,1 D65,7 N97,1 A74,3 K85,7 T67,1 I100 I97,1 V94,3 Q68,6 L100 N71,4 ∆97,1 ∆97,1 E45,7 S51,4 V60 E36,4 
F2,9 K17,1 D5,7 I31,4 S20 N34,3 I1,4 V12,9 R5,7 I14,3  L2,9 I5,7 H22,9  K11,4 T2,9 S2,9 K34,3 A24,3 I40 K15 
T2,9 A5,7  T2,9 G2,9  S1,4 T11,4 Q3,3 N12,9    R5,7  S10   N5,7 P14,3  V12,1 
A1,4 Q2,9  L1,4 K0,9   G1,4 D2,9 S5,7    N2,9  H7,1   T5,7 T10  R10 
 V2,9   N0,9    H0,5          A2,9   N8,6 
        P0,5          D2,9   Q8,6 
        S0,5          R2,9   T8,6 
        Y0,5             I0,7 
        *0,5              
                      
                      
 90^     95 ^    100     105     110 
I100 N80,7 C100 T82,1 R100 P92,9 N74,3 N97,1 N94,3 T97,1 R100 K64,3 S82,9 I80 H47,9 I65,7 G100 P92,9 G100 R58,6 A74,3 F87,1 
 T14,3  I12,1  H4,3 S14,3 K2,9 D2,9 I2,9  R22,9 G8,6 V20 T15,7 M17,1  L5,7  Q25,7 T17,1 W8,6 
 H2,9  A3,6  T1,4 G8,6  T2,9   T5,7 R8,6  N12,9 L11,4  T1,4  K12,9 V8,6 L4,3 
 D0,7  V2,1  Y1,4 H2,9     Q2,9   R10 F5,7    G2,9   
 E0,7          S2,9   S6,4        
 K0,7          E1,4   P3,6        
              G2,9        
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    115     120     125 ^    130   
Y85,7 T38,6 T85,7 G73,6 E34,3 I88,6 I91,4 G100 D72,1 I100 R97,1 Q72,9 A100 H78,6 C100 N84,6 I57,1 S85,7 R37,1 A35,7 K22,9 W100 
F14,3 A61,4 G8,6 ∆17,1 D32,9 V10 V5,7  N23,6  K2,9 K17,1  Y17,1  T6,6 L25,7 N11,4 G40 T18,6 E34,3  
  M2,9 D4,3 Q8,6 L1,4 T2,9  Y2,9   R8  Q4,3  K2,9 V17,1 T2,9 E9,3 S17,1 Q25,7  
  R2,9 N2,9 S8,6    E0,7   W0,9    S2,9   K6,4 K10 D7,1  
   E0,7 G7,1    K0,7   *0,9    D0,9   A2,9 V8,6 A5,7  
   Q0,7 A5,7           H0,9   T2,9 D2,9 T2,9  
   R0,7 N2,9           I0,9   I0,7 G2,9 R1,4  
                  V0,7 Q2,9   
                   R1,4   
                      
^  135     140     145    ^ 150     
N80 N30 T85,7 L88,6 K18,6 Q60,9 I52,9 V54,3 K23,6 K71,4 L100 R65,7 E50 Q37,1 F68,6 G45,1 N37,1 ∆40 K68,6 T80 I100 V30 
D5,7 K24,3 M8,6 I11,4 Q17,1 H15,1 V44,3 A31,4 T15,7 Q22,9  K22,9 K27,1 K21,4 L14,3 N20 ∆20 N45,7 T22,9 K5,7  I28,6 
K5,7 D22,9 I2,9  R15,1 N8,6 T2,9 T8,6 I14,3 E5,7  E5,7 G8,6 H11,4 Y8,6 K14,3 E14,3 D5,7 N5,7 H2,9  S11,4 
E2,9 E14,3 N2,9  E12,9 K5,7  K2,9 G12,9   G2,9 ∆5,7 Y8,6 K4,3 E10,9 G8,6 S5,7 G2,9 L2,9  A8,6 
G2,9 R2,9   G8,6 D2,9  R2,9 E10   N2,9 A2,9 E7,1 V2,9 L2,9 T5,7 K2,9  N2,9  T8,6 
R2,9 S2,9   I8,6 E2,9   A7,1    N2,9 R5,7 Q1,4 T2,9 V5,7   Q2,9  K5,7 
 T2,9   D2,9 Y2,9   S6,4    V2,9 F2,9  V2,9 I2,9   S2,9  E2,9 
    F2,9 R0,9   N3,6     I2,9  A0,9 K2,9     N2,9 
    H2,9    D2,9     T2,9   Q2,9     Y1,4 
    N2,9    L2,9              
    S2,9    R0,7              
    T2,9                  
    W0,9                  
    *0,9                  




 155 ^    160     165     170   
F100 N65,7 Q34,3 S72,9 S97,1 G100 G100 D100 P60 E100 I82,9 V65,7 M62,9 H94,3 S77,1 F97,1 N94,3 C100 
 T12,9 N11,4 H20 A2,9    L37,1  V14,3 T28,6 T31,4 L2,9 T17,1 L2,9 I2,9  
 A8,6 P11,4 P7,1     Q2,9  L2,9 E5,7 A2,9 P2,9 M2,9  T2,9  
 K8,6 R11,4          R2,9  I2,9    
 Q2,9 S11,4                
 S1,4 K10                
  H8,6                
  E1,4                
Figura 18: Representação da sequência de aminoácidos consenso do subtipo B correspondente à região C2V3C3 do gene env de HIV-1. 
Por baixo de cada aminoácido da sequência consenso B, representado pelo código universal de uma letra, estão representados os 
polimorfismos existentes na posição em questão para as sequências estudadas, com as percentagens correspondentes a cada aminoácido 
(em índice). O símbolo “∆” representa uma deleção, o símbolo “^” representa a existência de um potencial local de N-glicosilação e o 
símbolo “*” representa a introdução de um codão stop na grelha de leitura. Os números a vermelho correspondem à numeração de 
aminoácidos no alinhamento da Figura 17. A região da ansa V3 (a.a. 91 a 125) está representada a cor azul. 
   
 
53
posições de aminoácidos existentes no alinhamento, 119 (69,2%) apresentam pelo 
menos uma alteração em relação à sequência consenso B, sendo 53 (30,8%) 
absolutamente conservadas. Estas encontram-se na sua maioria na região C2, 35 
posições, e as restantes distribuídas de forma igual entre as regiões V3 e C3, 9 posições 
conservadas em cada região. Os números encontrados correspondem a uma taxa de 
conservação absoluta de 38,9%, 25,7% e 19,1%, respectivamente para as regiões 
estudadas C2, V3 e C3. É nesta última região que se encontram as posições mais 
variáveis do alinhamento (137 e 141), apresentando frequências para o aminoácido mais 
representado inferiores a 25%. Entre as posições absolutamente conservadas encontram-
se as que correspondem às extremidades da ansa V3 (91C e 125C) e as duas posições da 
sua coroa (105G e 107G), como se viu anteriormente. Digno também de nota, o facto de 
nem sempre o aminoácido da sequência consenso B representar o aminoácido mais 
frequente no alinhamento, reflectindo a eventual presença de “assinaturas 
aminoacídicas” de subtipos não-B. Para testar esta hipótese, procedeu-se a uma pesquisa 
sistemática de eventuais substituições associadas, de um modo significativo, a 
diferentes subtipos, recorrendo a uma análise estatística com os testes exacto de Fisher 
bilateral ou de χ2 aplicados a tabelas de contingência 2x2. Os resultados obtidos 
permitiram identificar algumas “assinaturas aminoacídicas” para os subtipos não-B 
(T33K, R45K, V64M, F70I, E83K, S84A, R106Q, K129E, I137V, P160L, V163T, 
M164T), o subtipo A (I100V, A107T, V138A, K139T, K140Q, E143K, S155H) e o 
subtipo G (V48I, T133M, L134I, V151T), na grande maioria, de um modo altamente 
significativo (p < 0,001). Por fim, a existência de ambiguidades de tradução nas 
posições 75, 122 e 137 do alinhamento conduziu à introdução de codões de terminação 
da tradução em algumas das subpopulações virais da quasispecies. Estas, no entanto, 
correspondiam sempre a subpopulações muito minoritárias (0,5-0,9%) (Figura 18). 
 
3.5.2. Locais de N-glicosilação 
 Os locais de N-glicosilação (NxT/S, em que x pode representar qualquer 
aminoácido, excepto prolina), presentes nas sequências, foram determinados com 
recurso ao programa N-GlycoSite, disponível em 
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html. Dos 11 locais 
de N-glicosilação detectados na sequência consenso B (posições 27, 34, 55, 69, 82, 88, 
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94, 124, 131, 147 e 153) nenhum se encontra totalmente conservado nas 35 sequências 
estudadas (Tabela 6), havendo, no entanto, locais quase completamente conservados 
(posições 34, 55 e 94). Um número significativo de perdas de locais de N-glicosilação 
absolutamente conservados está relacionado com a existência de quasispecies, nos 
locais em causa (mantendo-se, em geral, esses locais, numa parte das subpopulações 
virais da quasispecies). Outro fenómeno observado é o da compensação de locais de N-
glicosilação perdidos pela selecção de mutações adicionais que tendem a substituir o 
local perdido por outro, imediatamente a montante (por exemplo, compensação do local 
27NxT, em PT_TX18 e PT_TX32) ou a jusante (por exemplo, compensação do local 
124NxS, em PT_TP16, PT_TP184 e PT_TP98). No cômputo geral, o número de locais 
de N-glicosilação encontrados varia entre 6 e 12, com a maioria das sequências a exibir 
10 e 11 locais (10 sequências cada), à imagem da sequência consenso B. Quando se 
compara a distribuição dos locais de N-glicosilação entre grupos de sequências B e não-
B, observa-se uma distribuição genericamente aleatória, exceptuando os casos dos 
locais 82NxS e 131NxT (Tabela 6), para as quais a análise estatística realizada suporta 
uma associação preferencial com o subtipo B (teste exacto de Fisher bilateral ou teste de 
χ2, p < 0,01). Já quanto ao número médio de locais de N-glicosilação nos dois grupos de 
sequências, este não se mostrou significativamente diferente (teste t de Student, p = 
0,454), sendo de 9,78 para as sequências B e de 9,42 para as não-B. 
 
Tabela 6: Resultado da pesquisa de locais de N-glicosilação (absolutamente 
conservados). 
 [N=asparagina; T=treonina; S=serina; x=qualquer aminoácido, excepto prolina] 
 Posição segundo a sequência consenso B 
27 34 55 69 82 88 94 124 131 147 153 









12 12 11 10 3 9 12 9 5 11 9 
Total 
(n=35) 
32 34 34 29 20 25 34 29 26 33 25 
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3.5.3. Previsão de Utilização de Co-receptores 
A previsão do co-receptor utilizado pelas estirpes virais para a entrada nas 
células hospedeiras foi realizada com recurso a três algoritmos distintos, baseados na 
estimativa da carga dos resíduos presentes nas posições 11 e 25 da região V3 (57) ou 
nos programas FORTINBRAS PSSM (disponível em http://fortinbras.us/cgi-
bin/fssm/fssm.pl) e geno2pheno[coreceptor] v.1.2. (implementado em 
http://www.viro.med.uni-erlangen.de/). Adicionalmente, foi ainda realizado o cálculo da 
carga líquida total da região V3, considerando carga positiva nos resíduos de arginina e 
lisina e carga negativa nos resíduos de ácido aspártico e ácido glutâmico, uma vez que 
há dados que sugerem que esta também tem influência no co-receptor utilizado (37). 
Através da análise da Tabela 7, pode verificar-se a existência de resultados 
discordantes, para algumas sequências. 
Através da regra 11/25, baseada na identidade dos aminoácidos presentes nas 
respectivas posições da ansa V3, foram identificadas 3 (8,6%) amostras (PT_TP107, 
PT_TX16 e PT_TX32) que utilizam o co-receptor CXCR4. Por sua vez, o programa 
PSSM previu que 11 (31,4%) sequências poderão ser tipo X4 ou apresentar tropismo 
duplo R5/X4 (PT_TP19, PT_TP156, PT_TX12, PT_TX15, PT_TP107, PT_TP184A, 
PT_TX16, PT_TX18, PT_TX32, PT_TX45 e PT_TX14). No entanto, este programa 
tem a desvantagem de utilizar uma matriz baseada exclusivamente em sequências do 
subtipo B (ou do subtipo C), pelo que a previsão realizada para as amostras de subtipos 
não-B pode não ser a mais exacta. Finalmente, o programa geno2pheno identificou 11 
(31,4%) amostras como X4 ou com tropismo duplo R5/X4 (PT_TP02, PT_TP16, 
PT_TP107, PT_TP114, PT_TP159A, PT_TP184A, PT_TX16, PT_TX30, PT_TX32, 
PT_TX45 e PT_TP13). Como seria antecipado, os resultados obtidos não são totalmente 
coincidentes, apesar de se observar uma concordância absoluta no que diz respeito às 
amostras PT_TP107, PT_TX16 e PT_TX32, que foram identificadas como 
correspondendo a estirpes X4 ou com tropismo duplo R5/X4 pelos três métodos 
utilizados. As sequências PT_TP184A e PT_TX45 apresentam concordância dos 
resultados dos programas PSSM e geno2pheno, tendo sido também consideradas como 
X4 ou com tropismo duplo. Todas as outras sequências (n=30) foram consideradas do 
tipo R5, embora somente 60% destas (n=18) com concordância absoluta de resultados. 
No cômputo geral, obteve-se uma taxa de concordância entre as previsões efectuadas 
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com estes dois algoritmos de apenas 65,7% (23/35), sendo as discordâncias mais 
frequentes nas sequências de subtipos não-B (6/12, i.e., 50,0%) do que nas de subtipo B 
(6/23, i.e., 26,1%) e nos espécimes com ansas V3 mais curtas (34 aminoácidos) (3/6, 
i.e., 50,0%) face às mais longas (35 aminoácidos) (9/29, i.e., 31,0%). Estas diferenças, 
no entanto, não se mostraram estatisticamente significativas (teste exacto de Fisher 
bilateral, p=0,261 e p=0,391, respectivamente). A amostra PT_TX16 é a que apresenta a 
carga líquida total da ansa V3 mais elevada, o que estará associado à utilização do co-
receptor CXCR4 (37), corroborando os resultados anteriores. Testou-se ainda a eventual 
associação entre a natureza da estirpe quanto à utilização do co-receptor (R5 vs. 
R5X4/X4) e os genótipos virais (B vs. não-B). O teste estatístico realizado comprovou a 
independência das duas variáveis (teste exacto de Fisher bilateral, p=0,141). 
 
Por fim, digno de nota que a substituição I12V (numeração na ansa V3), cuja 
presença foi apontada por Svicher et al. (2011) (150) como significativamente associada 
ao tropismo duplo R5X4, fenotipicamente definido, foi encontrada em 7 das 35 
sequências em estudo (Figura 17), havendo, neste trabalho, uma associação evidente da 
sua presença com as sequências do subtipo A (p < 0,001). Já as mutações T2M e I26R, 
igualmente descritas em associação directa com o tropismo duplo R5X4, não foram 
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Tabela 7: Classificação das estirpes virais de acordo com a previsão de utilização de 
co-receptores realizada através de diferentes algoritmos (com indicação dos 
aminoácidos das posições 11 e 25 e da carga líquida da ansa V3). 
Amostras a.a. (posições 11/25) 
Regra 
11/25 PSSM geno2pheno 
Carga líquida 
ansa V3 
(R+K) - (D+E) 
TP19 SX(E/D) R5 R5X4/X4 R5 3 
TP156 SS R5 R5X4/X4 R5 3 
TP208 SD R5 R5 R5 2 
TX12 SS R5 R5X4/X4 R5 3 
TX13 SD R5 R5 R5 3 
TX15 SD R5 R5X4/X4 R5 3 
TX41 SD R5 R5 R5 3 
TX46 SD R5 R5 R5 2 
TP02 GE R5 R5 R5X4/X4 4 
TP16 SE R5 R5 R5X4/X4 5 
TP24 GE R5 R5 R5 3 
TP38 SA R5 R5 R5 4 
TP71 SD R5 R5 R5 3 
TP85 SQ R5 R5 R5 5 
TP107 RE X4 R5X4/X4 R5X4/X4 4 
TP114 SE R5 R5 R5X4/X4 4 
TP159A SD R5 R5 R5X4/X4 4 
TP184A SD R5 R5X4/X4 R5X4/X4 3 
TP219 SD R5 R5 R5 3 
TX16 RG X4 R5X4/X4 R5X4/X4 7 
TX18 SN R5 R5X4/X4 R5 5 
TX21 SE R5 R5 R5 3 
TX30 X(S/G)X(G/E) R5 R5 R5X4/X4 4 
TX32 RE X4 R5X4/X4 R5X4/X4 5 
TX37 SQ R5 R5 R5 4 
TX40 SG R5 R5 R5 4 
TX45 SQ R5 R5X4/X4 R5X4/X4 4 
TX47 SE R5 R5 R5 3 
TX50 SE R5 R5 R5 4 
TX59 X(G/S)E R5 R5 R5 3 
TX60 SE R5 R5 R5 4 
AS646 SD R5 R5 R5 4 
TP13 SD R5 R5 R5X4/X4 2 
TP98 SA R5 R5 R5 4 
TX14 SS R5 R5X4/X4 R5 3 
[O algoritmo PSSM utiliza uma matriz baseada em sequências do subtipo B, pelo que as previsões 
presentes na tabela para sequências de outros subtipos não são absolutamente fiáveis.  
Os aminoácidos são indicados pelo código universal de uma letra; R5 = previsão de utilização exclusiva 
do co-receptor CCR5; X4 = previsão de utilização exclusiva do co-receptor CXCR4; R5X4 = previsão de 
utilização de qualquer um dos co-receptores.] 
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3.5.4. Análise de Polimorfismos Genéticos Associados a Resistência ao 
Maraviroc 
Foi realizada a pesquisa de polimorfismos genéticos naturais associados à 
resistência ao maraviroc, presentes na região V3 das sequências de HIV-1 estudadas, 
tendo por base a Tabela 1. Esta tabela apresenta uma compilação de mutações 
associadas à resistência a este fármaco, com origem em dados da literatura (101, 115, 
138, 139). Através da análise da Figura 17 observa-se que a mutação 2I está presente 
em 3 sequências (PT_TP02, PT_TP159A e PT_TX21), sendo que todas são R5 e do 
subtipo B (Tabela 8). Nesta posição existem ainda 3 sequências (PT_TX30, PT_TX59 
e TX_60) que apresentam uma ambiguidade de tradução, existindo para todas a 
possibilidade de um resíduo de isoleucina ocupar esta posição (Tabela 5). A mutação 
4L não se apresenta em nenhuma das sequências estudadas, bem como as mutações 
pontuais 16A, 19S, 21I, as inserções G15_P16INSG/A, N24_I25INSI, a deleção 
G18DEL e as combinações de mutações 13H/S+26V, 18G+22T, 19S/T+26V, 20F+21I 
e G15_P16INSG+25D (Tabela 8). Para a posição 4, no entanto, podem observar-se 2 
sequências (PT_TP19 e PT_TX59) que apresentam uma indeterminação, não se 
verificando, em nenhum dos casos, a possibilidade da mutação 4L estar presente. Pode 
observar-se que a mutação 11R está presente em 3 sequências, todas R5X4/X4 e do 
subtipo B. Nesta mesma posição, a substituição 11S (presente na sequência consenso B) 
está presente em 28 sequências, quase exclusivamente de tropismo R5 (26/28) e 
maioritariamente do subtipo B (16/28). Nesta posição existem ainda duas sequências 
(PT_TX30 e PT_TX59) que apresentam uma ambiguidade de tradução, devida à 
presença de quasispecies, havendo, para ambos os casos, um resíduo de serina numa das 
subpopulações virais. Quanto à mutação 13H, esta encontra-se presente em 16 
sequências, 15 destas R5 e uma R5X4/X4, sendo 11 do subtipo B e 5 de subtipos não-B. 
Também a mutação 13S está presente em 2 sequências, ambas R5 e de subtipos não-B, 
nomeadamente, G. Nesta posição existem 3 sequências que apresentam uma 
indeterminação (PT_TP19, PT_TP219 e PT_TX30). Destas, a primeira pode apresentar 
a mutação 13H, a última pode apresentar as mutações 13S ou 13H e a sequência 
PT_TP219 não tem qualquer possibilidade de apresentar a mutação. A mutação 18G 
está presente numa única sequência (PT_TP24), do subtipo B e de tropismo R5 (nesta 
posição, a sequência PT_TP219 apresenta uma indeterminação, mas nunca poderá ser 
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traduzida como um resíduo de glicina). A substituição 19T encontra-se em 6 
sequências, todas R5 e de subtipos não-B, mais especificamente, todas de subtipo A. A 
substituição 20F (presente também na sequência consenso B) encontra-se em 30 
sequências, na grande maioria com tropismo R5 (27/30) e de subtipo B (18/30). Quanto 
à mutação 20L, esta apresenta-se numa única sequência R5, do subtipo B (PT_TP71). 
Nesta posição, há uma indeterminação de tradução na sequência PT_TP24, ocorrendo a 
presença quer de um resíduo de leucina, quer de fenilalanina, sendo assim possível a 
presença de qualquer uma destas mutações. Na posição 22 existem 13 sequências com a 
substituição 22T, também presente na sequência consenso B, 8 R5, 5 R5X4/X4, 11 do 
subtipo B e 2 de subtipos não-B. Nesta posição, a sequência PT_TX30 apresenta uma 
ambiguidade, apresentando a substituição em causa em parte da população da 
quasispecies viral. A mutação 25D está presente em 11 sequências, quase 
exclusivamente utilizadoras do co-receptor CCR5 (10/11). Entre as 11 sequências, 4 são 
do subtipo B e 7 de subtipos não-B. A sequência PT_TP19 pode também apresentar esta 
mutação, sempre que nesta posição for integrado um resíduo de ácido aspártico, que se 
apresenta como uma das possibilidades de tradução. A mutação 26V encontra-se 
presente em 2 sequências, uma R5 e outra R5X4/X4, ambas do subtipo B. As amostras 
PT_TP19, PT_TP24 e PT_TX59 podem também apresentar esta substituição, mas 
apenas numa parte da quasispecies. Entre os padrões mutacionais, apenas dois estão 
presentes nas sequências em estudo. O padrão 11S+26V, nas sequências PT_TP38 
(tropismo R5) e PT_TP184A (tropismo R5X4/X4), ambas do subtipo B. O padrão 
20F+25D+26V está presente na sequência PT_TP184A. 
A análise de associação efectuada entre a presença de cada uma das diferentes 
mutações, ou combinações (padrões) de mutações, e a natureza das diferentes 
sequências, quanto ao genótipo e à utilização de co-receptores, recorrendo, uma vez 
mais, à construção de tabelas de contingência 2x2, revelou associações estatisticamente 
significativas apenas entre a presença das mutações 11R (p=0,002) e 22T (p=0,004) e o 
tropismo R5X4/X4 e entre a substituição 19T e os genótipos não-B (p < 0,001), mais 
especificamente, o subtipo A. 
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sequências  Sequências R5 
Sequências 
R5X4/X4 Subtipo B Subtipos não-B 
297 2I 3 3 0 3 0 
299 4L 0 0 0 0 0 
306 11R 3 0 3 3 0 
306 11S 28 26 2 16 12 
308 13H 16 15  1 11 5 
308 13S 2 2  0 0 2 
313 16A 0 0 0 0 0 
315 18G 1 1 0 1 0 
316 19S 0 0 0 0 0 
316 19T 6 6  0 0 6 
317 20F 30 27 3 18 12 
317 20L 1 1 0 1 0 
318 21I 0 0 0 0 0 
319 22T 13 8 5 11 2 
322 25D 11 10 1 4 7 
323 26V 2 1 1 2 0 
 G15_P16INSG/A 0 0 0 0 0 
 N24_I25INSI 0 0 0 0 0 
 G18DEL 0 0 0 0 0 
Padrões de Mutações      
11S+26V 2 1 1 2 0 
13H/S+26V 0 0 0 0 0 
18G+22T 0 0 0 0 0 
19S/T+26V 0 0 0 0 0 
20F+25D+26V 1 0 1 1 0 
20F+21I 0 0 0 0 0 
G15_P16INSG+25D 0 0 0 0 0 
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4. Discussão e Conclusões 
4.1. Amplificação do Genoma do HIV-1 
A técnica de transcrição reversa in vitro seguida de nested PCR (RT-nested 
PCR) foi a metodologia adoptada para a amplificação da região C2V3C3 de gp120 do 
gene env do HIV-1 a partir de RNA viral purificado do plasma de 52 amostras de 
sangue de indivíduos utilizadores de drogas por via endovenosa, seropositivos para 
HIV-1, da região da Grande Lisboa. Uma vez optimizadas as condições de 
amplificação, incluindo as sequências dos primers a utilizar, a RT-nested PCR é um 
método que garante elevadas sensibilidades e especificidades na amplificação do 
genoma viral. Para se conseguir obter o produto de amplificação requerido e minimizar 
o aparecimento de produtos inespecíficos procedeu-se, inicialmente, à optimização das 
condições experimentais de retrotranscrição e de amplificação, incluindo a escolha dos 
primers que garantem melhores resultados. Durante esta fase de optimização das 
condições de amplificação, e após a estimativa das temperaturas de desnaturação (Tm) 
dos diferentes primers, testaram-se diferentes temperaturas de hibridação (para a fase de 
retrotranscrição, 55, 50 e 45ºC, e para a 1ª PCR, 55, 50, 45 e 40ºC), bem como diversas 
alternativas de combinação entre eles. Foi também testado o número de ciclos, e a 
utilização ou não de incrementos de tempo, durante a fase de polimerização da 1ª PCR. 
A hibridação dos primers na sequência alvo do RNA matriz é uma fase fundamental 
durante a retrotranscrição, assim como a sua subsequente hibridação no DNA 
complementar obtido após esse primeiro passo experimental. Assim, as temperaturas de 
hibridação são determinantes para que a ligação dos primers ocorra de forma correcta, 
na sua sequência alvo. Se a temperatura de hibridação for demasiado elevada, pode não 
ocorrer hibridação, especialmente se a sequência alvo diferir substancialmente da 
sequência para a qual o primer foi desenhado, sendo este facto de especial importância 
quando se trabalha com genomas que apresentam elevada variabilidade genética, como 
é o caso do genoma do HIV. Pelo contrário, se a temperatura de hibridação for 
demasiado baixa, existe um risco aumentado de amplificação de produtos inespecíficos. 
Este problema ocorre quando a restringência de hibridação se torna muito baixa e os 
primers se ligam em locais diferentes da sequência alvo, sendo que a baixa restringência 
aumenta também a possibilidade da formação de primer-dimers (este fenómeno ocorre 
quando os primers utilizados se ligam inicialmente entre si, através de regiões de 
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complementaridade parcial nas respectivas extremidades 3’, permitindo a amplificação 
subsequente do dímero formado). Já para a 2ª PCR (nested), não se procedeu a qualquer 
optimização das condições experimentais uma vez que estas já se encontravam 
optimizadas (42).  
Para se evitar a degradação do RNA viral por RNases ambientais e diminuir a 
possibilidade de ocorrência de contaminação cruzada das amostras durante a sua 
preparação para amplificação, e tendo em consideração que a técnica de nested PCR 
acarreta esse risco, seguiram-se os seguintes procedimentos: 
1) realizou-se a preparação das misturas de reacção para PCR numa câmara de 
fluxo laminar e em espaço físico separado do local onde são adicionadas as amostras de 
RNA/DNA matriz e onde ocorre a amplificação, dificultando a ocorrência de 
contaminação com DNA anteriormente amplificado ou outros DNAs contaminantes; 
2) utilizaram-se pontas de micropipetas com filtro, de forma a reduzir o risco de 
transferência de ácidos nucleicos contaminantes; 
3) procedeu-se à descontaminação da superfície de trabalho previamente à 
adição do RNA matriz nos tubos de PCR; 
4) utilizou-se o sistema de amplificação illustraTM puRe Taq Ready-To-Go PCR 
Beads (GE Healthcare, Inglaterra) para a segunda reacção de PCR, dado que este 
sistema implica uma redução substancial do número de pipetagens, reduzindo assim a 
possibilidade de contaminações, e também da ocorrência de erros, aumentando a 
reprodutibilidade da técnica. 
 De realçar ainda a utilização consistente de controlos negativos (ou de 
contaminação) durante todos os passos do procedimento experimental 
(retrotranscrição/1ª PCR e 2ª PCR). 
Das 52 amostras testadas, foi possível obter o produto de amplificação, com o 
tamanho esperado aproximado de 565 pb, para 35 (67%). Para as restantes 17 (33%) 
não foi obtido qualquer produto de amplificação, podendo este facto estar relacionado 
com vários factores, dos quais se podem destacar, a existência de diferenças entre a 
sequência dos primers e a respectiva região de hibridação e uma baixa quantidade de 
RNA viral (esta pode ser reduzida porque o indivíduo tinha uma carga viral baixa ou 
pode ainda ter ocorrido a degradação parcial do RNA, durante a extracção ou até 
mesmo ainda na amostra de plasma, devido à sua eventual exposição a vários ciclos 
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prévios de congelação e descongelação). Para 14/35 (40%) dos produtos amplificados, 
foi necessário recorrer-se a um passo intermédio de clonagem molecular, antes da 
purificação para sequenciação nucleotídica, dada a quantidade reduzida do material 
amplificado e/ou o seu acompanhamento com alguns produtos inespecíficos de 
amplificação. 
Por fim, observou-se a inexistência de qualquer influência das características 
epidemiológicas ou clínicas conhecidas dos indivíduos participantes neste estudo 
directamente no sucesso da amplificação, com uma única excepção, relativa à categoria 
“terapia anti-retroviral”. Neste caso, o teste estatístico realizado suporta um muito maior 
sucesso de amplificação nas amostras provenientes de indivíduos sem terapia. Este facto 
poder-se-ia explicar, de um modo indirecto, assumindo que indivíduos sem terapia têm, 
em geral, cargas virais mais elevadas, facilitadoras, portanto, da amplificação. No 
entanto, este efeito não foi observado quando se testou a associação directa entre o 
sucesso/insucesso de amplificação e os diferentes níveis de carga viral (conhecidos, no 
entanto, apenas para 21 dos 52 indivíduos). 
 
4.2. Análise das Sequências Nucleotídicas 
Os amplicões obtidos foram enviados para sequenciação nucleotídica em ambas 
as cadeias, procurando assim minimizar-se a eventual introdução de erros inerentes à 
própria técnica de sequenciação. As sequências nucleotídicas obtidas das cadeias 
simples de cada amostra amplificada foram comparadas entre si e editadas. Decidiu-se 
clonar os amplicões cujas sequências apresentavam uma variabilidade elevada, o que 
impossibilitava a sua análise correcta, devendo-se este facto à existência frequente de 
quasispecies complexas, tal como seria antecipado considerando a região do genoma 
viral em estudo. No entanto, tentou minimizar-se a utilização da clonagem, nesta fase, 
pois, para além de mais dispendiosa e demorada, a sua utilização leva à perda de alguma 
informação, possivelmente relevante para o estudo, uma vez que a variabilidade 
verificada nas sequências se deve, como se viu, à existência de mais de uma população 
viral em circulação, no indivíduo infectado, ou seja populações virais com genomas 
muito semelhantes entre si, mas com alterações pontuais nas suas sequências 
nucleotídicas. As quasispecies são um resultado da elevada taxa de evolução do HIV-1, 
que ocorre como consequência das elevadas taxas de mutação e replicação do vírus, da 
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recombinação genética e como resposta a pressões exercidas pelo sistema imunitário do 
hospedeiro e da própria terapia anti-retroviral (94, 126, 154). Assim, nesta fase, optou-
se pela clonagem apenas das amostras que, após sequenciação, apresentavam 
cromatogramas de muito difícil interpretação e que após re-sequenciação continuavam a 
apresentar os mesmos problemas. 
Após a edição das sequências, procedeu-se a uma pesquisa preliminar de 
homologia genética utilizando o programa BLAST, com o objectivo de se confirmar 
rapidamente a identidade das sequências obtidas, sendo também determinados os 
respectivos subtipos, por análise filogenética automatizada, utilizando-se para esse fim 
o programa REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool v.2.0. De forma a confirmar os 
resultados obtidos, procedeu-se à construção de uma árvore filogenética com as 
sequências nucleotídicas em estudo e sequências de referência dos diferentes subtipos, 
sub-subtipos e duas formas recombinantes circulantes (CRF) de HIV-1 (grupo M). 
O método matemático utilizado para a construção da árvore filogenética foi o de 
neighbor-joining (135). Este é um método largamente utilizado para a construção de 
árvores filogenéticas, pois é rápido e produz uma única árvore como resultado (118). O 
método de substituição de nucleótidos, utilizado na construção da árvore para o cálculo 
da matriz de distâncias genéticas entre as diferentes sequências em estudo, foi o modelo 
de 2 parâmetros de Kimura (91), o qual distingue dois tipos de substituições 
nucleotídicas: transversões (substituição de uma purina por uma pirimidina ou vice-
versa) e transições (purina-purina ou pirimidina-pirimidina). Este modelo assume que as 
transições tendem a ocorrer mais frequentemente que as transversões (78). Para avaliar 
a robustez da inferência filogenética obtida da árvore filogenética construída, foi 
utilizado o teste de bootstrapping. Este método recorre a partes aleatórias do 
alinhamento para realizar uma série de árvores filogenéticas individuais e avaliar em 
quantas destas está presente um determinado agrupamento de sequências, obtendo-se 
assim uma percentagem que indica o número de árvores em que aquele agrupamento é 
mantido. O teste de bootstrapping permite assim avaliar se um determinado 
agrupamento ocorre por similaridade filogenética real das sequências emparelhadas ou 
simplesmente de uma forma aleatória (7). 
A análise da árvore filogenética (Figura 14) revela uma distribuição desigual 
das amostras em estudo entre 4 subtipos (B, A, G e F1), sendo o subtipo B claramente 
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predominante (23/35, 65,7%), corroborando resultados anteriores de Esteves et al. 
(2002) (48) e Duque et al. (2003) (45). Contudo, e em semelhança ao apresentado 
também por estes autores, a presença de outros subtipos e CRFs demonstra um padrão 
epidemiológico distinto do da maioria dos países europeus e norte-americanos. A 
origem de subtipos não-B em Portugal pode dever-se à imigração de indivíduos de 
origem africana e às deslocações de indivíduos portugueses de e para países africanos 
(48). Nos últimos anos, têm acorrido a Portugal indivíduos de outras origens 
geográficas (Europa de Leste, América do Sul), o que poderá ainda contribuir para uma 
maior diversificação de subtipos. 
Como se pode verificar na Figura 14, as sequências do grupo B (n=23) 
apresentam uma elevada diversidade, encontrando-se distribuídas por diferentes 
subgrupos, demonstrando uma elevada variedade de formas virais do subtipo B em 
circulação em Portugal. Um destes subgrupos emparelha duas sequências em estudo 
(PT_TX32 e PT_TX45) com sequências de referência da forma recombinante circulante 
CRF14_BG, originárias de Espanha (a sequência X605 é proveniente de um indivíduo 
toxicodependente de origem espanhola e a sequência X623 tem origem num indivíduo 
heterossexual português mas residente em Espanha) (40). Este subgrupo apresenta um 
alto valor de bootstrap (99%) indicando uma elevada consistência das relações 
filogenéticas entre estas sequências. Estes resultados indiciam que as sequências 
recombinantes 14_BG dos vírus circulantes em toxicodependentes portugueses e 
espanhóis são semelhantes do ponto de vista filogenético, comprovando uma origem 
evolutiva comum (40). Assim, pode inferir-se que as sequências PT_TX32 e PT_TX45 
pertencem à forma recombinante circulante CRF14_BG ou que estão filogeneticamente 
próximas das estirpes B suas parentais. Só o conhecimento de uma porção significativa 
do genoma de ambas as estirpes permitiria ajudar a distinguir entre estas duas hipóteses. 
As restantes sequências do subtipo B encontram-se distribuídas por mais cinco 
subgrupos, mas com valores de bootstrap não significativos, o que demonstra uma 
baixa consistência das relações filogenéticas entre as sequências presentes nestes 
grupos, resultado da elevada diversidade genética apresentada. 
As sequências genotipadas como F1 (n=1) e G (n=3) encontram-se agrupadas 
com as respectivas sequências de referência do sub-subtipo F1 e do subtipo G, 
formando agrupamentos filogeneticamente muito robustos (Figura 14). Estes resultados 
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atestam uma elevada consistência da relação filogenética estabelecida nestes grupos, 
permitindo assim confirmar o resultado da subtipagem automatizada realizada 
previamente. Como curiosidade, de referir que embora se encontrem emparelhadas com 
uma sequência de referência de Portugal e outra de Espanha, as sequências G em estudo 
apresentam maior proximidade filogenética com a primeira, como seria antecipado. A 
sequência de referência de Espanha ramifica separadamente das restantes, resultando 
assim um grupo composto pela sequência de referência de Portugal e as três amostras 
em estudo do subtipo G. No entanto, e apesar de algo divergente das sequências de 
origem portuguesa, a sequência de referência de Espanha partilha claramente um 
ancestral comum com aquelas, corroborando dados anteriores sobre a circulação do 
HIV-1 do subtipo G na Península Ibérica (40). Um padrão mais homogéneo poderia 
eventualmente ser observado se se tivesse introduzido um maior número de sequências 
de referência deste subtipo para a construção da árvore filogenética. 
Relativamente ao agrupamento das sequências do subtipo A, este é o menos 
consistente de todos (Figura 14), eventualmente porque se optou pela introdução de 
referências representantes de todos os sub-subtipos do subtipo A e também da 
CRF02_AG (a região C2V3C3 do gene env é do subtipo A nesta forma recombinante 
circulante). Este agrupamento engloba 8 sequências portuguesas em estudo, parecendo 
haver a tendência de formação de um subgrupo individualizado, embora sem 
consistência filogenética evidente (valor de bootstrap não significativo). Tal poderá 
dever-se à circulação em Portugal de formas virais divergentes do subtipo A, pelo 
menos relativamente às sequências de referência utilizadas na construção da árvore 
filogenética. Há uma sequência (PT_TX46) que se encontra agrupada com uma 
referência CRF02_AG de Espanha, mas com um bootstrap inferior a 70%, o que revela 
uma baixa consistência das relações filogenéticas. Este grupo partilha um ancestral 
comum com o conjunto que contém todas as restantes sequências do subtipo A em 
estudo. Neste grupo, a mencionar, duas sequências (PT_TX12 e PT_TP156) que se 
encontram emparelhadas com um bootstrap de 100% e suportadas por ramos muito 
curtos. Estes resultados indicam que estas sequências apresentam uma divergência 
genética muito baixa entre si. Isto pode ter resultado da infecção de ambos os indivíduos 
por uma mesma estirpe viral, através da partilha de seringas, algum tempo antes da 
colheita das amostras, o que permitiu, ainda assim, o aparecimento de alguma 
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divergência (especialmente no caso da região em estudo, pois é uma das mais variáveis 
do genoma viral, sendo influenciada pela pressão selectiva exercida pelo sistema 
imunitário do hospedeiro, o que leva a uma rápida evolução divergente). 
Como referido anteriormente, o subgrupo que contém as sequências PT_TX46 e 
a sequência de referência CRF02_AG de Espanha apresenta um valor de bootstrap 
inferior a 70%, não sendo assim possível inferir a partir deste resultado se a sequência 
PT_TX46 pertence de facto à CRF02_AG. Assim, realizou-se uma análise de 
bootscanning, para confirmar este resultado, com recurso ao programa SimPlot (105). 
Este programa permite inferir sobre a existência de pontos de recombinação em 
determinada sequência. A análise é feita a partir do alinhamento da sequência em estudo 
com um conjunto de sequências de referência. O alinhamento é dividido em segmentos 
sobreponíveis que se vão deslocando ao longo do seu comprimento. Cada segmento do 
alinhamento é utilizado para construir a árvore filogenética respectiva, com indicação 
gráfica dos valores de bootstrap relativos aos agrupamentos que suportam a sequência 
em análise com a referência filogeneticamente mais próxima (105). Assim, de um modo 
indirecto, é possível identificar os subtipos envolvidos numa eventual recombinação e o 
local onde aquela terá ocorrido. Os resultados obtidos não permitiram chegar a uma 
conclusão definitiva, pelo que a sequência PT_TX46, face aos dados disponíveis, foi 
simplesmente considerada como do subtipo A. 
Com este resultado foi possível estabelecer a distribuição dos subtipos de HIV-1 
entre as amostras estudas (Figura 15), confirmando o que havia sido anteriormente 
determinado pelo programa REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool v.2.0, uma vez 
que as duas sequências agora classificadas como CRF14_BG e a sequência 
eventualmente CRF02_AG correspondem, na região env estudada, aos subtipos B e A, 
respectivamente. 
Uma segunda árvore filogenética (Figura 16) foi construída a partir de um 
alinhamento múltiplo das sequências em estudo com sequências de referência e 
sequências retiradas da base de dados referentes a amostras de Portugal, recorrendo aos 
métodos descritos anteriormente. Esta árvore permitiu analisar as relações filogenéticas 
estabelecidas entre as sequências em estudo e outras previamente estudadas de origem 
portuguesa. A topologia obtida confirmou, por um lado, as relações filogenéticas 
inferidas na árvore da Figura 14 e, por outro lado, a ausência de qualquer tipo de 
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segregação, nomeadamente, de tipo cronológico, ou de origem (conhecida) das 
amostras, entre as sequências portuguesas previamente estudadas e as novas sequências, 
havendo intercalação entre ambos os tipos e entre aquelas e as referências utilizadas. Da 
análise desta árvore, foi possível observar que as sequências em estudo estabelecem 
relações filogenéticas próximas com outras anteriormente descritas em Portugal, 
contudo os baixos valores de bootstrap, em alguns grupos, não permitiram a 
confirmação inequívoca destas relações filogenéticas. Pelo mesmo motivo, não foi 
possível tornar mais consistentes alguns agrupamentos, pouco consistentes, da árvore 
filogenética da Figura 14, nomeadamente, os referentes ao subtipo A. 
 
4.3. Análise das Sequências de Aminoácidos 
Através da análise das sequências de aminoácidos (Figuras 17 e 18) 
correspondentes à região C2V3C3 da gp120 do gene env das estirpes de HIV-1 em 
estudo, pode verificar-se que a região C2 é a mais conservada das regiões estudadas. A 
região V3, apesar de ser das mais variáveis do genoma, apresenta posições 
absolutamente conservadas (n=9), como é o caso das cisteínas nas posições 91 e 125 
responsáveis pela formação da ponte dissulfito que mantém a ansa V3 (18). A 
conservação absoluta desses resíduos de aminoácidos reflectirá a sua importância na 
manutenção da estrutura terciária desta região da gp120, absolutamente necessária, por 
sua vez, para a manutenção da funcionalidade da própria glicoproteína. Relativamente 
aos motivos da coroa da ansa V3, foram encontrados cinco motivos distintos, com a 
sequência GP/LGG/K/Q/R. Os motivos GPGR e GPGQ foram os mais frequentemente 
encontrados (no seu conjunto, em 27 sequências, sendo GPGR o mais frequente), tendo 
o primeiro sido associado, de um modo significativo, ao subtipo B e o segundo a 
subtipos não-B, mais propriamente, aos subtipos A e G. Resultados semelhantes foram 
anteriormente também descritos por outros autores (2, 49). O motivo GLGR 
apresentado por apenas 2 sequências, do subtipo B, é também descrito por Alencar et al. 
(2010) (2) como estando presente em estirpes do subtipo B tipicamente brasileiro. Estas 
estirpes do subtipo B característico do Brasil apresentam um resíduo de triptofano ou 
um dos seus derivados metabólicos (R, V, G, L, E, F, A e S) na coroa da ansa V3, como 
se pode observar nas duas sequências em estudo. Como se viu, as sequências PT_TP219 
e PT_TX45 apresentam uma ambiguidade de tradução nesta região, podendo coexistir 
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subpopulações virais com os motivos GPGR ou GPGK e GPGK ou GTGK, 
respectivamente. Enquanto os primeiros foram encontrados noutras sequências, o último 
motivo possível para a sequência PT_TX45 (GTGK) é único neste conjunto de 
sequências em estudo. 
A região V3 é de especial importância devido ao seu envolvimento no tipo de 
co-receptor utilizado e no tropismo celular. Esta região sofre mutações a um ritmo 
acelerado para escapar a pressões imunológicas, nomeadamente relativas ao braço 
humoral da resposta imunitária do hospedeiro, mas certos segmentos da ansa V3 
mantêm-se mais conservados do que outros. Estes últimos são provavelmente essenciais 
para o vírus. Assim, o vírus altera a ansa V3 apenas o suficiente para escapar a pressões 
imunológicas, sem perder, contudo, a sua capacidade de reconhecer o co-receptor 
celular, necessário à entrada do vírus na célula, e de replicar no hospedeiro. As regiões 
N-terminal (91-99), C-terminal (117-125) e a coroa (105-108) da ansa V3 são mais 
conservadas que as regiões que flanqueiam a coroa (18), sendo este mesmo resultado 
observado nas amostras estudadas. 
Por fim, a pesquisa sistemática da presença de substituições aminoacídicas 
associadas, de um modo significativo, aos diferentes subtipos, permitiu identificar 
algumas “assinaturas aminoacídicas” para os subtipos não-B, na generalidade (n=12), o 
subtipo A (n=7) e o subtipo G (n=4). 
 
4.4. Locais de N-glicosilação 
A extensa N-glicosilação da gp120 do HIV-1 é essencial para que a proteína 
adquira a sua estrutura correcta (97) e permite ainda ao vírus proteger-se da acção 
inibitória exercida por anticorpos, através da formação de uma interface altamente 
glicosilada que foi designada por “face imunologicamente silenciosa” (do inglês 
immunologically silent face) (114). Wei et al. (2003) (164) atribuíram um 
comportamento de sinergismo entre os locais de N-glicosilação da glicoproteína para a 
formação de um “escudo de glicano” que impede o acesso de anticorpos neutralizantes, 
permitindo o reconhecimento de novas células susceptíveis para a entrada e replicação. 
Foram encontrados 11 possíveis locais de N-glicosilação na sequência consenso 
B, nas posições 27, 34, 55, 69, 82, 88, 94, 124, 131, 147 e 153 (Tabela 6). Os locais 
encontrados correspondem aos descritos por outros autores (99, 100) na sequência de 
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referência do subtipo B HXB2, com excepção do local na posição 153 [no entanto, este 
local, assim como os restantes, foram descritos por Esteves et al. (2002) (48)]. Destes 
locais, 6 encontram-se na região C2, um na ansa V3 e 4 na região C3 e nenhum deles se 
encontra absolutamente conservado, sendo que os mais conservados (34, 55 e 94) se 
encontram presentes em 34 sequências. O possível local de N-glicosilação presente na 
ansa V3 (94NxT) encontra-se entre os mais conservados, enquanto os locais que a 
flanqueiam (82NxS, 88NxT e 124NxS), pelo contrário, se encontram entre os mais 
variáveis. Os restantes locais descritos para a região C2 (27NxT, 34NxS e 55NxS) 
correspondem aos mais conservados, indo de encontro ao descrito por Esteves et al. 
(2002) (48). 
Além dos locais descritos anteriormente relativos à sequência consenso B, foram 
encontrados outros que não estão presentes nesta sequência. Estes locais suplementares 
foram encontrados, maioritariamente, em sequências que perderam pelo menos um dos 
locais característicos do consenso B. A sequência PT_TP71 é a única que apresenta um 
local extra, na posição 23, sem que exista perda de um dos outros locais. As sequências 
PT_TX14, PT_TP98 e PT_TP159A apresentam dois destes locais suplementares e têm 
ainda em comum a perda de três dos locais descritos anteriormente, dois dos quais são 
os mesmos para as três sequências (posições 88 e 131). Assim, em termos genéricos, 
parece haver um mecanismo de selecção de locais de N-glicosilação alternativos, 
sempre que, por introdução de mutações, se assiste à perda de locais tipicamente 
presentes (fenómeno de compensação). Este facto parece, mais uma vez, colocar em 
evidência a importância para o vírus da manutenção do referido “escudo de glicano”, 
fundamental para a manutenção da sua estratégia de escape imunológico. 
No que se refere a eventuais diferenças entre sequências, segundo o seu subtipo 
(B vs. não-B), assiste-se a uma distribuição quase aleatória dos locais possíveis de N-
glicosilação, exceptuando os casos dos locais 82NxS e 131NxT (Tabela 6), cuja 
conservação surge preferencialmente associada ao subtipo B. No entanto, não é claro se 
este facto terá alguma relevância biológica, já que o número médio de locais de N-
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4.5. Previsão da Utilização de Co-receptor 
A utilização de fármacos antagonistas do co-receptor CCR5 é limitada a 
indivíduos infectados nos quais só são detectados vírus com tropismo R5, pelo que a 
determinação do tropismo viral é requerida antes da implementação de qualquer 
tratamento com maraviroc. Por esta razão, têm sido desenvolvidos vários ensaios para a 
previsão da utilização de co-receptores, sendo o ensaio Trofile® (Monogram 
Biosciences, South San Francisco, EUA), um ensaio fenotípico, o mais utilizado até à 
data. Estes testes, apesar de fiáveis, são muito dispendiosos, morosos e requerem 
instalações especializadas (124). Em alternativa, o co-receptor utilizado pelo vírus pode 
ser previsto por métodos mais simples, com recurso à determinação da sequência 
aminoacídica da região V3 da gp120, uma vez que esta região é o principal 
determinante do tropismo viral (79). 
A natureza da sequência aminoacídica da ansa V3 pode ser analisada através da 
regra 11/25. Esta regra baseia-se no facto da introdução de aminoácidos com carga 
positiva (arginina, lisina) nestas posições da ansa V3 se encontrar associada a um 
fenótipo indutor de sincícios e a uma utilização do co-receptor CXCR4 para a entrada 
nas células do hospedeiro (57). A carga líquida total da ansa V3 pode também ser usada 
para a previsão do co-receptor utilizado, sendo que uma carga elevada se encontra 
relacionada com a utilização do co-receptor CXCR4 (37, 57, 129). Neste trabalho, este 
valor foi calculado subtraindo o número de aminoácidos com carga negativa (ácido 
aspártico e ácido glutâmico) ao número de aminoácidos com carga positiva (arginina e 
lisina). A utilização da regra 11/25 em conjunto com a regra da carga líquida total da 
ansa V3 permite a obtenção de resultados mais fiáveis do que a sua utilização em 
separado (129). Segundo Raymond et al. (2008) (129), a previsão da utilização de 
CXCR4 como co-receptor, utilizando a regra 11/25 e o valor da carga da ansa V3, em 
conjunto, requer pelo menos um dos requisitos listados: (i) R ou K na posição 11 da 
ansa V3 e/ou um K na posição 25; (ii) R na posição 25 e uma carga líquida total da ansa 
V3 igual ou superior a 5; ou (iii) uma carga líquida total da ansa V3 igual ou superior a 
6. A utilização destes critérios permitiu a identificação de apenas três sequências 
denotando tropismo X4: PT_TP107, PT_TX16 e PT_TX32 (Tabela 7). 
Para além dos métodos anteriormente descritos, várias ferramentas 
bioinformáticas têm sido desenvolvidas para a previsão mais fiável da utilização do co-
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receptor através da análise da sequência de aminoácidos da ansa V3, como são exemplo 
o programa PSSM e geno2pheno[coreceptor], entre outros (122). O primeiro é um método 
bioinformático simples que estima a propensão de sequências aminoacídicas da ansa V3 
utilizarem o co-receptor CXCR4. O PSSM utiliza matrizes, de valores de probabilidade 
que são atribuídos para cada posição da sequência, construídas a partir de um conjunto 
de sequências V3 de estirpes virais com fenótipo conhecido. Nestas matrizes, as colunas 
representam posições de aminoácidos na ansa V3 e as linhas representam os possíveis 
resíduos aminoacídicos. A cada sequência é atribuída uma pontuação somando os 
valores das células da matriz que correspondem ao resíduo presente na sequência em 
cada posição da ansa V3. Estas pontuações são comparadas com os valores-limite 
estabelecidos originalmente para tropismo X4 (ou duplo R5X4) e R5 (84, 124). Com o 
intuito de melhorar o grau de certeza com que a previsão da utilização do co-receptor é 
realizada, Poveda et al. (2009) (124) descreveram uma alteração ao algoritmo, baseada 
no estudo de uma série considerável de estirpes virais com resultados disponíveis de 
fenotipagem. Uma das grandes desvantagens deste programa reside no facto das 
matrizes disponíveis serem baseadas exclusivamente em sequências de ansas V3 de 
vírus de subtipos B ou C, não sendo eventualmente totalmente adequadas aos outros 
subtipos não-B. Garrido et al. (2008) (65) demonstraram que a utilização da matriz B do 
programa PSSM para a previsão do co-receptor de sequências não-B estava associada 
uma sensibilidade e especificidade menores, em comparação com as sequências B. 
Neste estudo foi utilizada uma matriz baseada em sequências do subtipo B para as quais 
o co-receptor utilizado foi previamente determinado (matriz B X4/R5, Poveda2009) 
(84, 124). 
O programa geno2pheno utiliza um método de previsão diferente do programa 
PSSM, contudo, em semelhança ao anterior, a previsão é também baseada num conjunto 
de sequências de diferentes subtipos que foram utilizadas para o seu desenvolvimento. 
Apesar de outros subtipos estarem presentes neste conjunto de sequências utilizadas 
para a geração do programa, o subtipo B era o mais representado (143). Neste 
programa, além da sequência, propriamente dita, pode ainda ser utilizada informação 
adicional, clínica e estrutural (quando disponível), para uma previsão melhorada (143). 
Um importante ponto a ter em conta na utilização do programa geno2pheno é a 
determinação da taxa de falsos positivos. A fixação de uma elevada taxa de falsos 
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positivos possibilita a detecção de um maior número de estirpes X4, mas com uma 
menor especificidade. Assim, é importante encontrar um equilíbrio entre a sensibilidade 
e especificidade da previsão (130). Neste estudo foi utilizada uma taxa de falsos 
positivos de 20%, de acordo com as directrizes europeias (à altura que se iniciou a 
redacção desta tese) sobre a gestão clínica dos testes de tropismo de HIV-1 (161). 
Através da análise da Tabela 7 pode verificar-se que os diferentes métodos 
utilizados, baseados em sequências aminoacídicas, nem sempre forneceram resultados 
concordantes, o que comprova a necessidade destes sofrerem ainda aperfeiçoamentos, 
dada a sua utilidade na gestão clínica dos indivíduos infectados (são mais rápidos e 
muito mais baratos do que os testes fenotípicos). O programa PSSM previu que 11 
amostras terão tropismo X4, ou duplo, o mesmo número do programa geno2pheno (mas 
não necessariamente as mesmas amostras). A análise das sequências recorrendo à regra 
11/25, conjugada com a da carga líquida total da ansa V3, permitiu prever a utilização 
do co-receptor CXCR4 apenas por 3 sequências (sendo estas coincidentes com os 
resultados dos programas anteriores). Assim, consideraram-se com tropismo X4, ou 
R5X4, todas as sequências para as quais se obtiveram resultados coincidentes pelo 
menos com dois dos algoritmos utilizados. Deste modo, consideraram-se 5 sequências 
nestas condições: PT_TP107, PT_TX16, PT_TX32, PT_TP184A e PT_TX45. De 
realçar que as três primeiras obtiveram o mesmo resultado nos três métodos utilizados 
para a previsão. No cômputo geral, as discordâncias de previsão foram mais frequentes 
nas sequências de subtipos não-B e nos espécimes com ansas V3 mais curtas (34 
aminoácidos), o que poderá reflectir uma menor adequabilidade das matrizes utilizadas 
para estas circunstâncias. 
Os diferentes resultados aqui encontrados podem dever-se às diferentes 
sensibilidades e especificidades apresentadas pelos métodos utilizados para a previsão. 
Os programas seleccionados neste trabalho encontram-se entre os que apresentam maior 
sensibilidade, mas com valores a rondar os 60% (130). Poveda et al. (2009) (124) 
realizaram uma comparação entre diferentes métodos bioinformáticos e o ensaio 
fenotípico Trofile® (Monogram Biosciences, South San Francisco, EUA), revelando 
uma concordância de resultados de 80% para o programa PSSM, com a matriz X4R5 
para sequências B, de 75% para a regra 11/25 e de apenas 66% para o programa 
geno2pheno, com a taxa de falsos positivos de 20%. Estes resultados demonstraram 
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que, apesar das limitações existentes, estes algoritmos/programas bioinformáticos 
podem ser úteis para avaliar a possível utilização de fármacos antagonistas do co-
receptor CCR5 em locais onde os ensaios fenotípicos não constituem uma opção (123). 
 
4.6. Pesquisa de Polimorfismos Genéticos Associados a Resistência ao Maraviroc 
A resistência ao maraviroc pode ocorrer de duas formas, sendo que uma delas é 
através de substituições de aminoácidos, dependentes da ocorrência de mutações na 
respectiva região codificante, na região variável V3 da gp120, noutra região da gp120 
ou na gp41 (168). Este estudo centrou-se na pesquisa de mutações associadas a 
resistência presentes na região V3 da gp120. Para tal foi realizada uma pesquisa nas 
sequências aminoacídicas traduzidas (Figura 17) das diferentes mutações descritas na 
literatura, compiladas na Tabela 8. Verificou-se a presença de várias mutações 
previamente associadas à diminuição da susceptibilidade ao maraviroc nas sequências 
em estudo, apesar das amostras sanguíneas terem tido origem em indivíduos nunca 
submetidos a tratamento com este anti-retroviral. A presença frequente destas mutações 
terá a ver com o facto da região em estudo ser uma das mais variáveis do genoma do 
HIV-1. Assim, é possível o aparecimento destas mutações em pacientes sem historial de 
tratamento prévio com maraviroc, bem como o aparecimento de diferentes 
susceptibilidades ao fármaco antes do início do tratamento (128). 
A mutação mais frequente foi a 20F, presente em 30 sequências (85,7%). Este 
resultado está de acordo com o descrito por Saracino et al. (2010) (138) e Seclén et al. 
(2010) (139), para os quais esta mutação foi também a mais observada. A mutação 20F 
foi mais frequente em sequências R5 (27/30, 90%) do que em sequências R5X4/X4 
(3/5, 60%), o que corresponde ao descrito por Saracino et al. (2010) (138), mas tal 
diferença não demonstrou ser significativa. A segunda substituição mais frequente foi a 
11S, presente em 28 sequências (80%), o que corresponde a uma frequência muito 
próxima da descrita por Saracino et al. (2010) (138) que reportaram a sua presença em 
85% de 1200 sequências analisadas. Nesse mesmo estudo, estes autores descreveram 
outra substituição muito frequente (25D, em 45% das sequências estudadas), a qual foi 
também encontrada em cerca de 1/3 das sequências estudadas neste trabalho. Outras 
mutações muito frequentes foram 13H e 22T, esta última presente em associação 
significativa com as sequências de tropismo R5X4/X4. As mutações 19T e 26V, 
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associadas com a resistência in vitro ao maraviroc (168), foram observadas em 6 e 2 
sequências, respectivamente, sendo que a segunda pode ainda estar presente em 3 outras 
sequências (PT_TP19, PT_TP24 e PT_TX59) dependendo do aminoácido integrado 
(ambiguidade de tradução). A estirpe PT_TP19 apresenta a substituição 19T e, numa 
das suas subpopulações virais, a 26V. Assim, esta amostra pode apresentar ambas as 
mutações, facto que pode ser importante relativamente à possibilidade de tratamento 
futuro com este fármaco do indivíduo infectado. A mutação 19T surgiu unicamente em 
sequências de subtipo não-B, havendo uma associação estatisticamente significativa 
com o subtipo A, o que vai de encontro ao descrito por Saracino et al. (2010) (138) que 
encontraram esta mutação maioritariamente em sequências de subtipo não-B. As 
substituições 4L e 19S não foram encontradas e a mutação 11R está presente em 3 
sequências, todas com tropismo R5X4/X4 (associação significativa) e do subtipo B. 
Estas três mutações foram associadas, no ensaio MOTIVATE, com uma baixa taxa de 
resposta virológica ao maraviroc (101). Os resultados agora obtidos são, no entanto, 
contrários aos reportados por Seclén et al. (2010) (139), os quais encontraram as 
mutações 4L e 19S nas sequências em estudo, com ausência da mutação 11R, embora, 
em ambos os casos, as mutações 4L e 19S se apresentassem num baixo número de 
sequências. O mesmo ocorreu para a substituição 21I, que também não foi encontrada 
neste trabalho. Outras alterações, como a mutação 16A, as inserções (G15_P16INSG/A 
e N24_I25INSI) ou a deleção (G18DEL) não foram detectadas em nenhuma das 
sequências em estudo, o que vai de encontro ao verificado por Seclén et al. (2010) 
(139). Outras mutações associadas na literatura a uma diminuição da susceptibilidade ao 
maraviroc (2I, 13S, 18G, 20L) foram raramente encontradas na série de sequências aqui 
em estudo. Entre os vários padrões mutacionais analisados, apenas dois foram 
encontrados: 20F+25D+26V, numa sequência, e 11S+26V, em duas sequências. Este 
resultado corrobora os resultados de vários autores (138, 139, 146), nos quais estes 
padrões mutacionais foram encontrados entre as sequências em análise, sendo o último 
padrão também o mais frequente. 
 
Em conclusão, foi possível constatar um elevado número de vírus do subtipo B a 
circular entre toxicodependentes por via endovenosa na área da Grande Lisboa, mas 
também a presença de vírus de outros subtipos (A, G, F1). Este resultado vai de 
   
 
76
encontro ao descrito em estudos anteriores que estabeleceram um aumento da circulação 
de vírus de subtipos não-B em Portugal (45, 48, 49). Verificou-se também uma elevada 
diversidade genética entre as sequências em estudo e entre estas e sequências 
anteriormente descritas para o nosso país, especialmente para os subtipo B (incluindo a 
CRF14_BG) e A (incluindo, eventualmente, a CRF02_AG), o que reflectirá uma 
elevada diversidade, mesmo intragenotípica, dos vírus circulantes em Portugal. 
Constatou-se igualmente que os métodos genotípicos para a previsão da utilização de 
co-receptores virais apresentam ainda limitações, principalmente ao nível da previsão 
em estirpes de subtipos não-B, revelando-se este facto de especial importância 
considerando a alteração do padrão de distribuição geográfica destas estirpes, 
fundamentalmente nos países do hemisfério Norte. Apesar de algumas limitações, os 
métodos genotípicos podem, ainda assim, ser considerados como alternativas viáveis 
sempre que a utilização dos ensaios fenotípicos não é possível, dada a sua complexidade 
e custos muito elevados. Finalmente, observou-se a presença de várias mutações e de 
alguns padrões mutacionais associados à resistência ao maraviroc nas sequências em 
estudo. Uma vez que estas sequências são provenientes de vírus que infectam 
indivíduos que nunca foram submetidos a tratamento com este fármaco, a presença 
destas mutações resultará da elevada variabilidade da região em estudo, em resposta à 
pressão exercida pelo sistema imunitário do hospedeiro. O impacto da sua presença é 
ainda desconhecido, sendo necessário o desenvolvimento de estudos mais aprofundados 
de modo a perceber quais os efeitos da presença destas mutações antes do início do 
tratamento, considerando até a sua rápida transmissão neste tipo de população, através 
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Anexo 1: Elemento Bibliográfico 
Genetic diversity and natural resistance to Maraviroc in HIV-1 strains circulating 
among intravenous drug users in the Greater Lisbon
Carina Sousa1, Sandra Videira e Castro1,2, Teresa Venenno1,2, Elizabeth Pádua3, Aida Esteves1,2, Ricardo Parreira1,2, João Piedade1,2
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Over the past decade, numerous advances have been made in
understanding the molecular mechanisms by which human immunodeficiency
virus (HIV) enters CD4+ cells. These advances have identified several
potential new targets for antiviral agents1.
CC chemokine receptor 5 (CCR5) antagonists are a new class of
antiretroviral agents that inhibit HIV replication by binding to CCR5 on
the surface of the host cells, preventing the entry of viral strains reliant
on this coreceptor for infection. The first and only currently approved
agent within this class is Maraviroc (MVC)2.
Two pathways of virological escape from CCR5 antagonists have been
identified: selection of R5 virus that can use drug-bound CCR5 and “un-
masking” of pre-existing minority populations of dual-tropic or X4 virus2.
In this work, we aimed to study HIV genetic diversity and the presence of
polymorphisms associated with MVC resistance in a population of MVC-





















































































Figure 1: Phylogenetic tree based on env gp120 C2V3 sequences, constructed from the
454-nucleotide alignment of 35 Portuguese sequences (in green) and 30 reference sequences
of HIV-1 group M (subtypes A-D, F-H, J, K; sub-subtypes A1-A4, F1-F2; CRF02_AG and
CRF14_BG) and an SIV sequence as an outgroup. This tree was constructed with MEGA 4
using the Neighbour-Joining model and based on Kimura’s two-parameter genetic distances.
Bootstrap analysis was performed based on 1,000 replications. Only bootstrap values ≥ 70%
are shown. The scale indicates 5% divergence.
♦ It was observed a predominance of HIV-1 subtype B strains (60%) in IDUs from the Greater
Lisbon; however, there were also subtypes A, G, F1 and CRF14_BG (Figs. 1 and 2). This finding
supports the formerly reported high diversity of HIV-1 subtypes in Portugal12.
♦ The genotypic methods for coreceptor prediction still present limitations, especially when
analyzing non-B strains (see Fig. 3, with discordant results). Anyway, these methods are viable
alternatives when phenotypic testing is not possible.
♦ Several single mutations associated with MVC resistance were observed in our samples, as well
as two mutational patterns (Figs. 4 and 5). The presence of these mutations in MVC-naïve
patients is a result of the high variability of the V3 region in the gp120 of HIV-1.
♦ The impact of the presence of these mutations at baseline of MVC treatment is still unknown,
but may have important clinical implications.
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Figure 4: Schematic representation of gp120 V3 loop indicating
mutations under study (combinations of these mutations were also
searched), according to Westby and Ryst (2010).
Figure 5: Graphic demonstration of the absolute number of sequences presenting each of the
























Figure 2: Graphic representation of subtype distribution.
Sequence alignment with ClustalW24, after 
chromatogram analysis and sequence edition with 
BioEdit v.7.0.9.05
HIV-1 RNA extraction 
from 52 IDU plasma 
samples (65% male, mean 
age: 37,3 years)
RT-PCR amplification with Titan One Tube RT-PCR System
(Roche, Germany) followed by a second amplification using 
illustraTM puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare, 
England), with Heteroduplex Mobility Assay env primers and 
conditions3
DNA sequencing from PCR amplicons or 
cloned products on pGEM®-T Easy 
vector (Promega, USA)
Phylogenetic analysis, for subtype 
determination, performed with MEGA 
4 (Neighbour-Joining, K2P model, 
bootstrap of 1,000 replicates)6
Protein sequence alignment against 
a consensus B sequence (Los Alamos 
Database) with ClustalW24, after 
translation by Transeq7
Coreceptor prediction using PSSM8 and 
geno2pheno9 programs, and 11/2510 and V3 
charge11 rules. Analyses of polymorphisms and 
of MVC resistance-associated mutations. 
Figure 3: Graphic representation of the predicted number of dual-
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Anexo 2: Compilação das informações epidemiológicas e clínicas referentes às amostras em estudo 



















TP02 42 F NR Portugal NR Portuguesa N S A N 
TP03 39 M NR Portugal NR Portuguesa S S A S 
TP04 42 M NR Portugal NR NR S S A S 
TP08 37 M NR Portugal NR NR S N A S 
TP13 40 M NR Portugal NR Portuguesa N N A N 
TP16 39 M NR Portugal NR Portuguesa S S A N 
TP19 41 F NR Portugal NR Portuguesa N N A S 
TP24 38 M NR Portugal NR Várias N N A S 
TP38 36 M NR Portugal NR Portuguesa N N A N 
TP42 44 M NR Portugal NR Várias S S NR S 
TP44 28 F NR Portugal NR Portuguesa N N NR NR 
TP47 33 F NR Portugal NR Portuguesa S N NR S 
TP55 37 F NR Portugal NR Portuguesa S S NR S 
TP63 42 M NR Angola NR Várias S N NR S 
TP71 46 F NR Portugal NR Portuguesa S N NR NR 
TP72 44 F NR Portugal NR Portuguesa S N NR N 
TP85 32 M NR Angola NR Várias S S NR N 
TP98 47 M NR Portugal NR Várias S S NR N 
TP107 31 F NR Portugal NR Portuguesa S N NR N 
TP114 38 M NR Portugal NR Portuguesa S N NR N 
TP128  53 F NR Angola NR Várias S N NR S 
TP156 35 M NR Portugal NR Várias S S NR N 
TP158 34 F NR Portugal NR Portuguesa S N A N 
TP159A 34 M NR Portugal NR Várias S S NR N 
TP184A 35 M NR Angola NR Várias S S NR S 
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TP193 38 M NR Portugal NR Várias S S NR S 
TP208 35 F NR Portugal NR Portuguesa S N NR N 
TP211 31 M NR Portugal NR Portuguesa S S NR S 
TP212 42 F NR Portugal NR Portuguesa S N NR N 
TP219 36 M NR Moçambique NR Várias S N NR N 
TX12 38 M 1994 Portugal 22000 NR NR S A NR 
TX13 32 M 2005 Moçambique 27000 NR NR S A N 
TX14 34 F 2005 Portugal 56000 NR NR S A N 
TX15 47 M 2005 Portugal 90000 NR NR S A N 
TX16 47 M 1989 NR 35000 NR NR S A NR 
TX18 36 M 2006 NR 1900000 NR NR S A N 
TX20 38 M 1993 NR 13000 NR NR S A NR 
TX21 45 M 1996 NR 11000 NR NR S A NR 
TX23 32 F 2000 NR 4200 NR NR S A NR 
TX30 34 M 2006 NR 1200 NR NR S A N 
TX32 41 F 1992 NR 3900 NR NR S A NR 
TX37 24 M 2006 Portugal 160000 NR NR S A N 
TX40 30 M 1995 Marrocos 190000 NR NR S A NR 
TX41 30 F 2005 Portugal 13000 NR NR S A N 
TX45 37 M 1998 Portugal 43000 NR NR S A NR 
TX46 26 F 2004 CaboVerde 16000 NR NR S A N 
TX47 41 M 2005 Portugal 1700 NR NR S A N 
TX48 34 M 1994 EUA 610 NR NR S A NR 
TX50 36 M 1999 Portugal 140000 NR NR S A NR 
TX59 29 M 1995 Portugal 11000 NR NR S A N 
TX60 41 M 1996 Portugal 42000 NR NR S A NR 
AS646 37 F 1998 Angola NR NR NR NR NR N 
[ID: Identificação da amostra; M: Masculino; F: Feminino; NR: Não reportado; S: Sim; N: Não; A: Fase assintomática; CV: Carga Viral; TAR: Terapia anti-
retroviral] 
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Anexo 3: Composição de meios e soluções 
1. Meio LB: 
10g Bacto-triptona, 5g extracto de levedura, 10g NaCl, 15g agar*. 
Adicionar água para 1000ml e autoclavar. 
*Não adicionar para LB líquido 
2. Meio de criopreservação: 
10% (v/v) DMSO,10% (v/v) glicerol, em meio LB líquido. 
3. Solução de agarose (1,5%) (p/v) (50ml): 
0,75g agarose, 50ml TAE 0,5X. 
4. Solução de agarose (1%) (p/v) (100ml): 
1g agarose, 100ml TAE 0,5X. 
5. Tampão Tris-acetato-EDTA (TAE) 50X: 
242g Tris-base, 57,1ml ácido acético glacial, 100ml 0,5M EDTA, pH 8,0. 
Adicionar água para 1000ml. 
6. Tampão de aplicação: 
0,25% (p/v) azul de bromofenol, 40% (p/v) sacarose. 
7. Tampão da T4 DNA ligase 2X (Promega, EUA): 
60mM Tris-HCl, pH 7,8, 20mM MgCl2, 20mM DTT, 2mM ATP. 
8. Meio de transformação e armazenamento (TSS): 
LB 1X, 10% (v/v) PEG6000, 5% (v/v) DMSO, 50mM MgSO4 (pH 6,5). 
9. Placas LB agar/X-Gal/IPTG/ampicilina: 
LB sólido [Bacto-agar a 1,5% (p/v) em LB líquido], 100g/ml ampicilina, 40g/ml X-
Gal, 0,17mM IPTG. 
10. Tampão Tris-EDTA-glicose (TEG): 
50mM glicose,10mM EDTA, 25mM Tris-HCl, pH 8,0. 
11. Solução de Lise (SDS alcalino): 
0,2 N NaOH, 1% (p/v) SDS. 
12. Tampão da EcoRI 10X (Fermentas, Canadá): 
50mM Tris-HCl, pH 7,5, 10mM MgCl2, 100mM NaCl, 0,02% (v/v) Triton X-100, 
0,1mg/ml BSA. 
